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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagei 

) Protease zur Aktivierung des Gerinnungsfaktors VII 
) Es wird eine Protease zur Aktivierung des Blutgerin- 
nungsfaktor VII beschrieben, die 

a) durch Anwesenheit von Aprotinin gehemmt wird, 

b) durch Calcium-ionen und/oder Heparin oder heparin- 
verwandte Substanzen in ihrer Aktivitat gesleigert wird 
und 

c) in der SDS-PAGE bei anschlieBender Farbung im nicht- 
reduzierten Zustand eine oder mehrere Banden im Mole- 
kulargewichtsbereich von 50-75 kDa und im reduzieten 
Zustand eine Bande bei 40-55 kDa und eine oder mehrere 
Banden im Molekulargewichtsbereich von 10-35 kDa auf- 
weist. 

Es wird auch das Proenzym dieser Protease charakteri- 
siert. 

AuBerdem wird ein Verfahren zur Gewinnung dieser Pro- 
tease und ihre Verwendung in der Blutungsprophylaxe 
oder Blutungsstillung beschrieben. Es werden weiterhin 
ein stabilisiertes Faktor V- und ein stabilisiertes Faktor 
Vlll-Praparat beschrieben, die von den durch proteolyti- 
schen Abbau entstehenden, inaktiven Faktor Vlll-Frag- 
menten durch die Inhibition der den Blulgerinnungsfaktor 
VII aktivierenden Protease frei sind. Dariiber hinaus wird 
ein Testsystem zum qualitativen und quantitativen Nach- 
weis einer Protease, die den Blutgerinnungsfaktor VII ak- 
tiviert, beschrieben, bei dem die Protease bestimmt wird 
durch ihre 

a) die Blutgerinnungsfaktoren VIIIA/llla oder VA'a inakti- 
vierende Wirkung oder 

b) die Blutgerinnungszeiten verkurzende Wirkung in glo- 
balen Gerinnungstests oder 

c) Plasminogen-Aktivatoren aktivierende Wirkung. 
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Beschreibung 

Gegensiand cier Erfindung isl eine Proiease zur Aktivierung des Blulgerinniingsfaklors VII, ein Verfahren zu ihrer Oe- 
winnung, zu ihrem Nachweis und zu ihrer Inaktivicrung sowie Arzneizubereilungen, die diese Proiease enthallen. 

Das Bliilgerinnungssyslein umfaBl zwei unterschiedliche, kaskadentormige Aktivieriingswege von im Plasma anwe- 
senden Gerinnungsfakioren. Je nach auslosendeni Mechanisinus dieni bevorzugl der endogene oder der exogene Weg 
zur Initiation der Gerinnung. 

Bei einer Gewebeverletzung wird als Starter des exogenen Gerinnungsweges das Thromboplastin (Tissue Faclor, TF 
mil Phospolipiden) von den betroflenen Zellen exponierl. Das membranstandige Thromboplastin kann sowohl Gerin- 
nungsfakior VII (FVII) als auch zirkulierenden, akuvierten FVII (FVIIa) binder). Dieser TF-FVEa-Komplex fiihrt in Ge- 
genwarl von Calcium-ionen und Lipiden zur Bindung des FX, der durch limilierte Proteolyse in seine aktivierte Form 
(FXa) iiberfuhrt wird. FXa wiederuni fiihrt durch Aktivierung von Prothrombin zu Thrombin zurBildung von Fibrin und 
rianiil letzlendlich zuin WundverschluB. 

Die weitere Aktivierung des an das Thromboplastin gebundenen FVII vollziehi sich anfangs vor allem autokalaly- 
lisch, wird aber nach der Initiation der Gerinnungskaskade vor allem durch FXa und Thrombin unterstiitzt, was zu einer 
deutlichen Verslarkung der Reaklionskaskade fiihrt.. 

In bestinimlen klimschen Situalionen ist die Applikation von FVIIa Oder FVEa-enthaltenden Konzentraten indiziert. 
Bei Patienien, die bspw. unier Haniophilie A leiden und als Folge der Verabreichung von FVIH Aniikorper gegen FVHI 
eniwickelt haben, wird d]e sogenannte "FVEl bypassing activity" (FEDBA) des FVIIa genulzt. Dabei ist nach den bishe- 
rigen Befunden FVIIa gut vertraglich und fuhrt zu keiner Thromboseneigung. eignel sich aber dazu, die Gerinnung in ei- 
nem begrenzien aber ausreichenden Umfang zu gewahrleisien. RekombinanterFVna wird bereiis therapeutisch und pro- 
phylaktisch verwendel. Aus Blutplasma gewonnener FVII kann ebenfalls aktiviert und danach verwendet vyerden. Zu 
dieser Aktivierung konnen Proleasen wie Thrombin verwendet werden, die aber als solche die Gerinnung selbst stark ak- 
tiviercn und zu einer Throtribosegefahrdung ftihren konnen. Deshalb ist eine anschlieBende Entfernung oder Inaktivie- 
rung von Thrombin erforderlich und fiihn zu Ausbeuleverlusten. Die Anwendung von FXa oderFHa (Tlirombin) ist we- 
gen der damit verbundenen Throinbosegefahrdung haufig konLraindizicn und nur in Notiallen, z. B. bei exLrenien Blul- 
vcrlustcn und nichl stillbarcn Blutungcn angczcigt. 

FVIIa wird in sehr geringen Konzentrationen im Plasma gesunder Menschen gefunden. Uber die Bildung und Her- 
kunft des im Blut zirkulierenden FVIIa ist bisher nur sehr wenig bekannt. Spuren von exprimiertem oder bei einer Zell- 
zerstorung lreigesetziem Thromboplastin konnten dabei eine Rolle spielen. Obwohl bekannt ist, daB z. B. Faktor Xlla 
unter bestinimlen Bedingungen zu einer FVII-Aktiviemng ftihren kann, ist die physiologische Relevanz dieser Reakiion 
noch nicht geklart. 

Uberraschenderweise wurde nun bei der Fraktionierung von Humanplasnia und von bestinimlen Prothrombinkom- 
plex-Konzenlraien eine FVII aktivierende Protease gefunden, die sich von alien bisher bekannlen Proteasen unterschei- 
det. Untersuchungen dieser Proiease zeigten, daE sie eine besonders hohe amidolytische Aktivitat gegenuber dem Pep- 
tid-Substrat S2288 (HD-isoleucyl-L-prolyl-L-arginin-pNA) der Firma Chromogenix AB. Schweden) aufweist. Ein be- 
sonderes Merkmal dieser Proiease ist. daB die amidolytische Aktivitat durch Aprolinin gut gehemml wird. Auch andere 
Inhibitoren. wie der Antithrombin Dl/Heparin-Komplex eignen sich zur Inhibition. Dagegen wird ihre Aktivitat durch 
Heparin und mil dem Heparin verwandle Substanzen wie Heparansulfat oder Dexlransulfat und Calcium-ionen erhoht. 
Es wurde schlieBlich gefunden, daB diese Proiease in Abhangigkeit von der Zeii und ihrer Konzentration in der Lage ist, 
den FVII in den FVIIa umzuwandeln. Auch diese Reakiion wird durch Aprotinin inhibiert. 

Ein Gegenstand der Erfindung ist deshalb eine Proiease zur Aktivierung des Blutgerinnungsfaktors VII, die 

a) durch die Anwesenheil von Aprotinin gehemml wird, 

b) durch Calcium-ionen und/oder Heparin oder Heparin-verwandie Substanzen in ihrer Aktivitat gesteigert wird 
und 

c) in der SDS-PAGE bei anschlieBender Farbung im nicht-reduzienen Zustand eine oder mehrere Banden im Mo- 
lekulargewichtsbereich von 50-75 kDa und im reduzierten Zustand eine Bande bei 40 bis 55 kDa und eine oder 
mehrere Banden im Molekulargewichtsbereich von 10 bis 35 kDa aufweist. 

Im folgenden Text wird die aktivierte Form der Proiease als "Protease" bezeichnet, wahrend die nicht-aktivierte Form 
"Proenzym" genannl wird. 

Weiiere Untersuchungen mix dieser Proiease zeigien, daB sie nach Anreicherung oder Isolierung einen raschen Akti- 
viialsverlusl erleidel, der in einer Losung enlhallend 20 mM Tris. 0,15 M NaCl bei einem pH-Wert von 7,5 beobachtet 
wurde. Der Zusatz von Albumin in einer Konzentration von 0,1% konnle nicht verhindem, daB nach einer Stunde bei 
Raunilemperatur die Aklivitai der Protease urn 50% verminderl war. Dagegen konnle eine sehr gute Siabilisierung der 
Protease in einer mil 50 mM Na-Citrat auf einen pH-Wert von 6,5 gepufferten Losung beobachtet werden. Werden der 
Proteaselosung keine besonderen Stabilisaioren zugesetzt, dann werden keine bzw. nur geringe Wirkungsverluste beob- 
achlel, wenn sie auf einen pH-Wert zwischen 4 und 7,2, bevorzugl auf einen pH-Wert zwischen 5,0 und 7,0 eingestellt ist . 

i Es ist jedoch z.weckmaBig Slabilisatoren der Losung zuzusetzen, wohei neben Citral vor allem Glutamal, Atninosauren 
wie Arginin, Glycin oder Lvsin, Calcium-ionen und Zucker wie Glukose. Arabinose oder Mannose in Mengen von 
1-200 niM/1, bevorzugl in Mengen von 5-100 mM/1 in Betrachl kommen. Eine gule Siabilisierung wurde auch durch den 
Zusatz von Glykolen wie-Elhylenglykol oder von Glycerin erreicht, wobei Mengen von 5-80 Gew.-%, vorzugsweise von 
10-60 Gew.-% angewendei werden. Der pH-Wert der stabilisierten Losung soli dann zwischen den pH-Werten 4-9 lie- 

1 g en - 

Die erfindungsgeniaBe Proiease sowie das Proenzym konnen nach genlechnologischen Verfahren, vor allem aber 
durch Fraktionierung von Blutplasma oder von Prothrombinkomplex (PPSB)-Konzenlraien gewonnen werden. Dabei 
wird das Ausgangsinaierial zunachsl einer Anionenaustauscher-Chroniaiographie unlerworfen, an die sich eine Affinitat- 
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schroniaiographie des Eluales anschlieBL Fur die Affinilalschroinatographie eigne! sich besonders ein auf einer Matrix 
immobiiisieries Heparin oder eine mil dem Heparin verwandie Subsianz wie Heparansulfal oder Dexiransulfai. Mil ei- 
neni derartigen chromalographischen Verfahren kann die ernndungsgemaRe Protease und/oder das Proenzyni selckiiv 
gebunden und anschlieRend nach bekannicn Verfahren wieder eluieri werden. Zur Kopplung des Liganden an die Matrix 
einpfiehlt sich der Einsui/. eincs "Spacers". Fiir die Gewinnung der erfindungsgemaBen Protease hat sich eine Heparin- 5 
Lysin-Malrix als besonders gecignel ge/.eigl. 

Die nach dieseni Verfahren isolierte Protease zeigt in der SDS-PAGE und anschlieBender Farbung im nichl reduzierien 
Zusiand eine bis mehrerc eng beieinander liegende Banden ini Molekulargewichtsbereich von 55-75 kDa. Nach Reduk- 
lion beobachtele man eine his mehrere Banden im Molekulargewichtsbereich von 15-35 kDa und eine Bande bei 40-55 
kDa. Eine weiiere Bande zwischen 60 und 05 kDa. die nach "Scannen" und quamiiaiiver Auswenung zwischen 5-10% to 
des Gesamtproieins ausniachic, zeigtc. dass auch das nichi-aktivierte Proenzyni vorhanden war. Dieses Ergebnis wurde 
durch entsprecliendeUnlersuchungen mil monoklonalen Anlikorpern gegen diese Protease unlerst.iitzt. Deshalb wird ge- 
folgerl, dass auch das Proen/.vm dieser Proiease durch das erfindungsgeniaEe Verfahren praparierl., pasleurisiert. und ver- 
wendei werden kann. Ein Gegensiand der Erfindung ist deshalb das Proenzym der Protease zur Aktivierung des Blulge- 
rinnungsfaktors VII. Der Anieil des Proenzyms isi durch die Bande zwischen 60 und 65 kDa gekennzeichnel. Enlspre- 15 
chend der Aminosauresequenz. die die Akiivierungsregion des Proenzymes ausmacht, kommen als physiologische Ak- 
tivatoren des Proenzymes genialS ihren Substraispeziritaten zum Beispiel Thrombin oderFXIla in Frage. 

Etnige der beschriebenen Eigenschafien der erfindungsgemaBen Protease, namlich ihre Isolierbarkeit aus Plasma oder 
aus davon abgeleiteien Prothronibinkomplex(PPSB)-KonzenU-aien, die Heniniung ihrer amidolytischen Aktivitat durch 
Aprotinin und das beschriebene Migrationsverhalten sowoh) ini reduzierien als auch im nichl-reduzierten Zusiand unier 20 
SDS-PAGE erinnern an eine von Hunfeld el al. (Ann. Hematol. 1997; 74: A87. 113: Ann. Hemalol 1998: 7fi: A101, 
P294) isolierte Proiease aus eineni nichl naher definierien PPSB-Konzenirat. Die Preparation gelang dort ini wesentli- 
chen niitlels einer Aprotinin-Matrix. Aufgrund der aniidolytischen Spaltung von bestimmten Pepiidsubsiiaten wurde die 
Aklivital als eine Thronibin-ahnliche bezeichnel. Ein EinfluB auf globale Gerinnungsparanieter, wie Prothronibinzeil, 
Quick oder Plaltchenaggregalion wurde bei Hunfeld! el al. nichl gefunden. 25 

Die N-leniiinale Sequenzierung der von Hunfeld el al. beschriebenen Proiease zeigl Ubereinslinimungen mil eineni 
Protein, dcsscn cDNA von Choi-Miura cl al. (.1. Biochcm. 119: 1157-1165 (1996)) bcschricbcn wurde. Das korrcspon- 
dierende Protein zeigt in der Priniarstrukiur eine Honiologie zu einem als "Hepaiocyte Growtli Factor Activating En- 
zyme (HGFA)" bezeichneien Enzym. 

Bei der N-ierminalen Se<)uenzierung zweier unier reduzierenden Bedingungen aus der SDS-PAGE isolierten Banden 30 
wurden folgende Ubereinstiminungen fesigestelli: 



Molekulargewichts- 
bereich der Bande 


Aminosauresequenz 


Autor I 


10-35 kDa 


IYGGFKSTAGK 


Romisch et al. 


30 kDa 


IYGGFKSTAG 


Hunfeld et al. 


17 kDa 


IYGGFKSTAGKH 


Choi-Miura et al. 


40 - 55 kDa 


LLESLDP 


Romisch et al. 


50 kDa 


SLDP 


Hunfeld et al. 


50 kDa 


SLLESLDPWTPD 


Choi-Miura et al. 



Ubereinsliniiiuingen zeigen sich auch in anderen Tesiergebnissen wie der Subslraispezifiial und der Inhibierbarkeit der 
Aklivital. Trotzdem kann derzeil von einer Identiiat dieser Proteine noch nichl init Sicherheit ausgegangen werden. Je- 
denfalls ist fiir die friiher unlersuchlen vorslehend genannten Proteine die Eigenschafi einer FVII-Aklivierung bzw. Ak- 
tivierung anderer Fakioren (s. u.) nichl beschrieben worden. 55 

Aufgrund der beschriebenen Eigenschafien kann die erlindungsgemal.k Protease diagnoslisch und llierapeutisch ange- 
wendei werden. 

1. Tesisysieine mil der erfindungsgemaBen Protease 

Die erfindungsgemaRe Proiease kann in Tesi reagenzien diagnostische Verwendung finden. So laBt sich das Vorliegen 60 
des Faklors VH qualitaiiv und quantiialiv im Gerinnungsiesl durch Zusatz der erfindungsgemaBen Proiease festsiellen. 

Uiiigekehri laBi. sich das zur Messung der FVTJ-Akiivierung eniwickelie Teslsysiem auch zur Detektion und Quanlifi- 
zierung der Proiease anwenden. Dazu wird eine die Proiease enthallende Losung mil einer FVTI-halligen Losung ge- 
mischi und nach einer enlsprechenden Inkubaiionszeil die entslandene Menge an FVIla quantirizierl. Dies kann zum Bei- 
spiel miiiels des Siaclot®FVIIa-rTFTesies (Siago/Boehringer Mannheim) durchgefiihn werden. Nach einer bevorzugien 65 
Verfahrensweise wird dieser Tesl nichl durch die angeboiene FVII-Konzeniralion limilieri. Isi die Proieasemenge in 
Form des Gesamtproleinanteiles bekannl, der 



BNSDOC1D: <DE_19903693A1. 



DE 199 03 693 A 1 



- in einer reinen Proieasepraparaiion niitiels Kjel-dahl-Verfahren oder miliels eines anderen dem Fachmann gelau- 
figen Proteinassays Oder 

-"mil Hilfe eines Anligentesis, zum Beispiel basierend auf spezifischen Antikorpem und einem enlsprechenden im- 
munchemischen Besiimmungsverfahren wie ELISA ermiuelt werden kann, laBt sich enlsprechend die spezifische 
5 Aklivilal der Proieasepraparaiion messen. 

Uberraschenderweise wurde nun bei der weiteren Charakl.erisierung der Protease eine Eigenschaft gefunden. die eine 
zusatzliche Beslimmungsnieihode eniioglicht. Bei der Inkubation der Blulgerinnungsfaktoren VHI/VIIIa und V/Va mil 
der genannlcn Proiease und anschlietiender Quantihzierung wurde deutlich, daB die genannlen Gerinnungslaktoren in ei- 

id ner von der Proleasekonzenlration und Inkubaiionsdauer abhiingigen Weise inakiivien werden. 

Ein weiterer Gegensland derErfindung isl deshalb ein neues Testsystein zum qualiiativen und quantitaiiven Nachweis 
der Protease, die den Blutgerinnungsfaktor VII aktiviert, bei dem die Protease durch ihre die Blutgerinnungsfakloren 
VTn/VTFIa oder V/Va inakiivierende Wirkung hestiiriJTihar isl.. Dieses Test.sysl.em beruhl darauf, daB eine die Protease 
enthaltende Losung mil dem Faktor Vm/VEla oder dem Faktor V/Va inkubiert wird und dann die verbleibende Fakior 

15 Vin/VIDa- oder die verbleibende Fakior V/Va-Menge miliels eines iiblichen Akiivitatstesls gemessen und daraus durch 
Vergleich mil einer Standardkurve die Proteasenienge quanlitativ bestimmt wird. Dabei wird die Inkubation der Protea- 
seaktiviiat nach vorgegebenen Zeitabschnitlen durch die liiiiiuene Zugabe von Aprolinin inhibierl. welches den \brteil 
hat, dass es in diesen Konzentraiionen die anschlieBenden Messungen des Testsystems nichi beeinfluCSt. Danach werden 
dann die restlichen Aklivitaien der Gerinnungsfakloren miliels eines dem Fachmann gelaufigen Tests gemessen. Beson- 

20 ders bewahn hat sich hierfur ein Testsysiein, bei dem der sog. Coamatic® Faktor VET Test (Chromogenix AB) eingesetzl 
wird, der i m wesenllichen die Faktoren IXa und X enthalL wobei in ( iegenwarl eines Thrombininhibitors die enlstandene 
Menge an FXa miliels einer Uniseizung eines chroniogenen iiubsirates quanlifiziert wird. Diese isl wiederum der FVIII- 
oder FVHIa-Menge proportional. 

Durch die Bestimmung der FVni-Restakliviiat kann dann auf die vorhandene Proleasekonzenlration zuriickgeschlos- 

25 sen werden. 

Die Degradation des FVIE/FVEIa oder des FV/FVa durch die proteolytische Einwirkung isl niitiels der SDS-PAGE 
dcuilich nachvollzichbar. Abhangig von der Inkubationsdaucr der Protease z. B. auf ein FVUI-Konzcntrat verschwinden 
FVIU-typische Banden, wahrend andere neu auftauchen oder schwach vorhandene zunehnien. Demenlsprechend laBt 
sich die Proieaseaktiviiai auch mil Hilfe der Quaniifizierung der abnehmenden oder zunehmenden Banden korrelieren 

30 und somii quanlitativ z. B. niitiels eines Proteasestandards erfassen. Die Anderungen der Bandeniniensitaien auf dem 
SDS-PAGE Elektropheroeramin oder nach anderen elektrophoretischen Verfahren laRt sich beispielsweise mil eineni 
dem Fachmann vertrauten "Scanner" samt entsprechendem Programin quantifizieren. Dariiber hinaus konnen Antikorper 
gegen die genannlen Gerinnungsfakloren zum Western Blotting verwendet und in der beschriebenen Weise zur Evaluie- 
rung benutzi werden. Besonders eignen sich Antikorper, die spezifisch die abnehnienden oder vor alleni die enlstehenden 

35 Banden erfassen. Dabei konnen diese auch zur Elablierung von anderen immunchemischen Tests, wie ELISA, Verwen- 
dung finden. 

Die fiir den FVin/FVETJa beschriebene proteolytische Inaktivierung wird ebenfalls bei Inkubation der Protease mil 
dem Fakior V/Va beobachiel, der eine gewisse Slrukturhoniologie zu FVEI aufweist. In geeignelen Aktivitats-Testsysle- 
nien sowie in der SDS-PAGE/Wesiern Blotting laBt sich die Degradation verfolgen. 

40 Trotz der FV- und FVKI-Inaktivierungen wurde nun gefunden. daB die Zugabe der Protease zu Blut, zu an Platlchen 
reichem Plasma oder Plasma die Gerinnungszeiien verkiirzie. also der prokoagulatorische Effekt in verschiedenen sog. 
"globalen Gerinnungstests" ubei-wog. Unter diesen Tesisystemen versteht man zum Beispiel die nicht-aktiviene part:ielle 
Thrombo-plaslinzeit (NAPTT), die Prolhrombinzeit (PT) und die Rekalzifizierungszeit. Da die Verkurzung dieser Zei- 
len, gemessen zum Beispiel in sog. Koaguloiiieiern, miliels Thrombelastographie oder aber in chroniogenen Tests, mit 

45 der Konzeniraiion einer gerinnungsfordernden Substanz korrelien, kann unigekehrt anhand einer Eichkurve von der Ge- 
rinnungszeii auf die Konzeniraiion der Substanz in einer Probe geschlossen werden. Enlsprechend laRt sich die Konzen- 
iraiion des "FVD-Aktivators" mil Hilfe von ausgewahlten Gerinnungs-Globaliesls bestimmen. 

Uberraschend war ebenfalls der Befund, daB der "FVE-Aktivaior" auch eine efl^ektive Akti vierung der Einketten-Uro- 
kinase (scuPA, single chain urokinase plasminogen activator) und des Einketien-tPA (sclPA, single chain tissue plasmi- 

50 nogen activator) bewirken kann, also als Plasminogenaktivaior-Akli valor (PA A) agieren kann. Die Aklivital deraktivier- 
ten PAs kann beispielsweise miliels chromogener Substrate gemessen werden. Diese Eigenschaft. kann daher demenl- 
sprechend ebenfalls zur Deiekiion und auch zur Quaniifizierung des "FVII-Aklivalors" verwendet werden. Die Aktivie- 
rung der Plasminogen- Akti vat.oren kann in Anwesenheil von Plasminogen in einer gekoppelten Reaktion auch durch die 
Plasminbildung selbsi oder durch die von Plasmin bewirkie Auflosung eines Fibringerinnsels bestimmt werden. 

55 ZusanimengefaBi laRi sich also fesislellen, daB man die Protease delektieren und auch quantifizieren kann, indern man 
sie mil einer FV111- oder FVlila-halligen Losung inkubieri und danach die restliche FVIil/VUla-Menge miliels eines ge- 
eignelen Aki.ivitaistesi.es bestinuni. In gleicher Weise kann FV oder FVa mil der Protease inkubiert und danach die rest- 
liche FV/FVa-Menge quantifizierv werden. Die unbekannte Proleasekonzenlration kann durch Vergleich mil einer mitge- 
fuhrten Slandardkurve steigender Proieasemengen quanlitativ bestimmt werden. Verschiedene globale Gerinnungstests 

60 sind ebenfalls zur Quaniifizierung geeignel, indein mit Hilfe der Verkurzung der Gerinnungszeit. an einer Eichkurve die 
Proteasenkonzentration abgelesen wird. Auch die PAA-Aklivitat der Protease kann zu Bestimmungszwecken genutzt 
werden. 

Ein weiieres Merkmal dieser Tests isl es, daB sich die FV- und die FVID-Inaklivierung und die PAA-Aktivilat beson- 
ders gut in Gegenwart geniigend hoher Kalziumkonzentxationen enlfallel, bevorzugl >0,00l mM, besonders bevorzugt 
65 >0,005 mM, z. B. in Form von CaCK Ini Gegensatz zum direkien chroniogenen Assay, in dem, wie vorstehend be- 
schrieben, sowohl Heparin und heparin-ahnliche Subsianzen als auch Kalzium die Proteaseakli vital steigern, wird die 
FV/FVni-Inaktivierung durch Heparin nichi oder nur unbedeutend gefordert. Dagegen wird die PAA-Aktivitat in Ge- 
genwart beider Agenzien. also durch Kalzium und/oder Heparin oder heparinahnliche Subsianzen, stimulierl. 
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Die durch die Proiease vermittelien Reakiionen lassen sich durch Inkubation der Protease mil Inhibitoren. besonders 
Antithrombin III in Gegenwarl von Heparin oder heparin-ahnliehen Subsianzen (bevorzugt in Gegenwarl von Heparin), 
Cl-Esterase-Inhibiior, alpha2-Ani.iplasmin, Inter-alpha- Trypsin-Inhibiior oder bekannlen synthetischen, niedernioleku- 
laren Proiease-Inhibiloren wie das FOIPAN® sehr effektiv verringem oder verhindem. Deshalb kann man diese Subsian- 
zen zum Sioppen der Reakiion verwenden, um z. B. Inkubationszeilen exaki zu definieren bzw. die Spezifilal des Testes 
noch zu erhohen. Auch die Verringerung freier Kalziuniionen im Ansatz durch zum Beispiel Chelatbildner ist hierfur 
verwendbar. 

2. Stabilisierle Faklor-V- und Faklor Vlll-Praparale 

Aus den vorsiehend beschriebenen Beobachtungen ubcr die proleolytischen Wirkungen der erfindungsgemaBen Pro- 
lease auf die Gerinnungsfakloren V und VIQ ergab sich nun die weitere Aufgabe, die Protease zu inhibieren oder in ihrer 
Aktivit.at.zu reduzieren, uni Ausbeuteverlusie und das Entstehen von eventuell storenden Proteinfragmenlen zu vemiei- 
den. Dies gill mnso niehr, als die Hersiellung von FV und FVFTT meistens aus aus Plasma gewonnenem Kryopralipitat 
und in Gegenwarl von Kalziuniionen erfolgt, weil diese zttr Aufrechlerhall.ung von Protein-Konforrnationen benotigt 
werden. 

Ein weiterer Gegensland der Erfindung ist deshalb ein siabilisiertes FV- oder ein stabilisiertes FVIII- Praparai, das von 
den durch proleolytischen Abbau enlstehenden Faktor V- oder Faktor VIH-Fragmenten frei ist, weil die den Blulgerin- 
nungsfaktor VII aktivierende Protease inhibien ist. Da genauere Untersuchungen gezeigi haben, daB die Faktor V- und 
die Faklor VID-Inaktivierung durch die genannte Protease besonders effektiv in Gegenwarl von Kalziumionenkonzen- 
traiionen iiber 0,5 mM geschieht, kann eine wirksame Siabilisierung des Faktor V oder des VHI-Praparates erreicht wer- 
den, wenn zur Inhibition der den Blutgerinnungsfakior VII aktivierenden Protease die Konzentrai.ionen an Kalziuniionen 
im Faklor V- oder im Faklor VIE-Praparai auf weniger als 1,0 mM, vorzugsweise auf weniger als 0,5 mM eingestellt 
werden. Bei diesen Konzenlrationen sind die den Faklor V und den Faktor VIII inaklivierenden Eigenschaften der Pro- 
tease deullich reduziert, jedoch reicht die Menge der Kalziuniionen noch aus, um das FV- und das FVIII Molekiil in ihren 
Konfoniialionen zu slabilisieren. Die vorsiehend genannlen Mengen an Kalziuniionen solllen nichl nur im Endprodukt, 
sondem schon im Kryopriizipilal und in den sich ansclilieGenden Reinigungsschrilten nichl Liberschritlen werden. 

Entsprcchcnd der oben beschriebenen Affinitat. der Protease bzw. des Proenzymes zu Heparin und hcparin-ahnlichcn 
Subsianzen, kann die Protease/das Proenzym durch Inkubation mil imniobilisierteni Heparin aus der FVIII- bzw. FV-hal- 
ligen Losung entfemt werden. 

Zur Verhinderung der proleolytischen Degradation des FV oder des FVIII konnen jedoch auch natiirliche oder synthe- 
lische Proiease-Inhibiloren, ggf. zusalzlich zu einer Verniinderung der Menge an Kalziuniionen, eingesetzt werden. Als 
Inhibiloren konnen Proieine wie das Aprotinin. das alpha2-Antiplasmin, der Cl-Esterase-Inhibilor oder der Inter- Tryp- 
sin-Inhibilor eingesetzt werden. Auch niedermolekulare Subsianzen, die dem Fachniann als synthetische Serinprotease- 
Inhibitoren bekannt sind, konnen hier Verwendung finden. Inhibitoren, deren hemmendes Potential durch Heparin oder 
Heparinoide erhoht wird, wie das Antithrombin IH, konnen ebenfalls zugesetzt werden. Denn es hat sich uberraschen- 
derweise gezeigt, daB Heparin allein zwar die amidolytische Akti vital der Proiease gegeniiber kleinen chromogenen Sub- 
sianzen zu sleigem vennag, nicht jedoch die FV/FVEI-Inaktivierung unlerstiitzt. 

3. Die erfindungsgemaBe Protease enthaltende Arzneimitlel 

Die neue Proiease bzw. deren Proenzym konnen aber auch therapeutisch angewendei werden. 

Sie konnen als Bluigerinnungsmiltel enl weder allein oder zusaninien mil die Proteaseakiivitat erhohenden Subsianzen 
wie Heparin oder dem Heparin verwandten Subsianzen wie Heparansulfat und/oder Calciuni-ionen eingesetzl werden, 
wobei diesem Mittel zusalzlich auch noch der Faktor VII in seiner inaktiven Form zugeselzt sein kann. Die Anwendung 
eines derarligen Millels kann z. B. unler Ausnutzung seiner FVIII bypassing activity (FEIBA) angezeigt sein, wenn Un- 
verLraglichkeiien gegeniiber dem FVIII und/oder FIX und/oder FXI und/oder den Proteinen der Kontaktphase, wie FXH, 
z. B. wegen des Vorliegens von Anlikorpern, beslehen oder andersarligen Mangelsilualionen vorliegen. Die Aklivierung 
des FVII kann dabei enl weder in vilro, im Plasma, in angereicherlen Fraktionen oder durch Einwirkung auf gereinigten 
FVH erfolgen. Auch die Anwendung ex vivo zur allgemeinen Blutungsprophylaxe oder zur Slillung von Blutungen kann 
mil dem erfindungsgemaBen Blutgerinnungsmittel durchgefiihrl werden. 

Andererseils kann die feslgestellie Inhibierung der erfindungsgemaBen Protease durch Aprotinin oder die obenge- 
nannlen Inhihiioren zur Enlwicklung eines einen Proleasehemmer enlhalienden Mittels benutzt werden, welches die Ge- 
rinnungsfahigkeil des Biutes vermindert. Daruberhinaus lassen sich mitlels der erfindungsgemaBen Protease auch phy- 
siologische oder nichl-physiologische Faktoren wie synthetische Peptide emiitteln. die wegen ihrer proleasehenimenden 
Wirkung die Bluigerinnung beeintrachtigen. Dazu konnen als sirukturelle Grundlage die Peptidsequenzen der besonders 
eflektiv umgeselzten chromogenen Substrate dienen, wie die des S 2288 (im Detail, siehe oben). Der Zusatz von geeig- 
neien Inhibiloren zu Gerinnungspraparaten oder bei deren Preparation kann erforderlich werden, wenn diese frei von 
proleolytischen Aktivilaien sein sollen. 

Uberraschenderweise wurde nun bei der weileren Charakterisierung der Proiease eine Eigenschaft gefunden. die eine 
zusatzliche Nutzung der Protease, des sog. "Faklor VTT-Aktivalors", emioglicht. Bei der Inkubation von F-inketlen-Plas- 
minogenaklivatoren wie der Prourokinase (Einketlen-Urokinase, scuPA, single chain urokinase plasminogen activator) 
oder des sclPA (single chain tissue plasminogen activator) bewirkt der "Faklor VII- Akti valor" eine Aktivierung dieser 
Plasminogenaklivatoren (PA). Dabei findet eine limitierle Proleolyse der Einkellen-PAs zur zweikettigen Proiease st.att, 
die im besonderen zur Aktivierung des Plasminogens geeignet sind. Das resultierende Plasmin ist der Effektor der Fibri- 
nolyse, also des physiologischen Systems, das fur die Auflosung von Thromben zusiandig ist. PAs, wie Prourokinase 
oder tPA sind korpereigene Proieine, die bei Bedarf freigesetzt und bekannlermassen durch Plasmin oder durch Kalli- 
krein (scuPA) aktivien werden. Die Aklivierung der scuPA im gesunden Zusiand isl bisher noch nichl vollstandig ge- 
klart. 
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Thcrapeutisch werden die Plasminogenaktivatoren ais isolierl.e oder recombinant, hergeslellie Prol.eine in phannazeu- 
tischen Zubereiiungen bei ihromboembolischen Erkrankungen oder Komplikationen eingeseizi. wie bei der Beinvenen- 
thronibose, deni Herzinfarki oder Schlaganfallen. 

Enisprechend der jeizl aufgel undenen Eigenschafl des "Faklor VU-Akti valors" kann dieser zur endogenen oder exo- 
5 genen Aktivierung von Plasniinogcnakiivaioren wie der Prourokinase oder des sciPAs verwendet werden. Diese Akiivi- 
i ai kann auch durch Anwendung der genannlen Protease zur Prophylaxe oder Therapie von thromboembolischen Erkran- 
kungen Anwendung linden, und /war auch in Konibinaiion mit Einketlen- oder Zweikelten-Plasminogenaktivatoren 
oder Aniikoagulanzien. Diese Anwcndungsmoglichkeit stent nicht im Widerspruch zu der Talsache, dass die Protease 
auch prokoagulatorisch wirken kann. Die l-'rage, welche der beiden Reaklionen uberwiegU regell sich wahrscheinlich 
tu durch die Verfugbarkeii der physiologischen Substrate. Nach deni derzeiiigen Stand des Wissens wird der Faklor VII im 
Plasma moderai aktiviert und hall siandig cine bestininile Konzentralion an FVIIa aufrecht, uni plotzlichen Gefassver- 
letzungen soforl entgegenwirken zu konnen. Dagegen findet man beim Tissue- Plasminogenaku valor und beim Uroki- 
nase-Plasminogenaklivalor nur Nanogranmi-Mengen in einem nil Blulplasma. Erst bei Fibrinablagemng oder Throtn ben 
erhohl sich die Konzeniraiion an PJasininogenaktivatoren durch Sekrelion oder Synthese, die nach Aktivierung lokal, be- 
ts sonders Ihronibusgebunden. ihre ihrombolvtische Aklivital durch Plasminogenaktivierung entfallen. In Anwesenheit 
von Einketten-PAs. besonders lokal begren/.i, konnie deren Aktivierung die FVH-Aktivierung uberwiegen, wodurch eine 
Anpassung an die physiologische Situation moglich ist. Enisprechend konnte diese Protease auch die Hamostase regu- 
lieren, wodurch eine Subsi.ii.ui.ion mil der Proicase und/oderdes Proenzymes bei angeborenen und erworbenen Mangel- 
zuslanden angezeigl ist. 

20 Ein weiterer Gegensiand der Erfindung ist deshalb eine pharmazeutische Zubereitung. die eine zur Auflosung von fi- 
brinhallipen Throniben ausreichendc Menge der den Blulgerinnungsfaktor VII aktivierenden Protease und/oder deren 
Proenzyiiiform enlhalt. Diese Zubereitung kann ausserdein EinkeUen-Plasminogenakti valoren (PA) undyoder Anti-ko- 
agulanzien enlhallen. 

Da sich gezeigi hat, dass die Plasminogenaktivaioren verstarkende Wirkung des "FVII-Aklivalors" besonders durch 
25 Kalziuni und/oder Hepann und hcparinahnliche Substanzen wie Dextransulfat gefordert wird, konnen zur erfindungsge- 
niassen Auflosung von fibrinhalligen Throniben besonders vorleilhall pharinazeulische Zubereilungen eingeseLzl wer- 
den, die zusatzlich loslichc Kabiiumsalzc und/oder Heparin oder hcparinahnliche Substanzen enlhallen. Dabci kann die 
Protease/das Proenzym allein oder in Kombination mil Einkelien- oder Zweiketten-Plasminosenaklivatoren ohne oder 
mit Subslanzen eingeseizi werden. die besondere AfTinilalen zu der Protease aufweisen und damit deren Akti vital als 
30 Tragersubstanz zur Verlangerung der Plasmahalbweriszeil oder als Vermittler zu Oberflachen erhohen. 

Aufgrund seiner besonderen fibrinolytischen Wirkung konnen phannazeutische Zubereitungen, die die den Blulgerin- 
nungsfaktor VII aklivierende Protease enlhallen, zur Behandlung von Erkrankungen eingeseizi werden, die durch fibrin- 
haltige Tliromben verursachl werden. Auch bei Wundheilungsprozessen spielen fibrinolylische Prozesse eine Rolle. Da- 
bei kann die genanule Prolease und/oder das Proeiizym inlravenos oder lokal, subkulan, intradermal, intramuskular oder 
35 bei Verlelzungen und Wunden auch lopisch oder gebunden an eine geeignele Tragermalrix erlolgen. Dabei kann nichl 
nur die aus Korperflussigkeiten wie Blui oder Plasma gewonnene Proiease/Proenzyni, sondern auch recombinant oder 
transgen hergeslellte Protease/Proenzym cingesetzt werden. Auch als Beslandteil eines sog. Fibrinklebers kommi die 
Protease/Proenzyni in Frage, der dann eine die Proiease/Proenzyni hemmende Subslanz, wie Aprotinin, nichl enthalten 
sollte. Dabei konnen die gerinnungsverkLirzenden Eigenschaften der Prolease genutzt werden. 

40 

4. Verfahren zur Pasieurisierung der FVIJ aktivierenden Protease 

Als ein aus Humanplasnia isolierles Prolein kann die erfindungsgeiiiaBe Protease und/oder ihr Proenzym nur dann als 
pharniazeulische Zubereitung eingesetzt werden. wenn sie vorher einem Verfahren zur Virusinaktivierung unterworfen 
45 worden ist. Besonders das Pasieurisierungsverfahren ist als das wichtigie Verfahren zur Virusinaktivierung anerkannt. 
Eine Erhilzung von bis zu 10 Slunden bei elwa 60°C seizi jedoch eine ausreichendc Slabililat des zu behandelnden Pro- 
teins voraus. Die optimalen Slabilisaioren miissen fur jedes Prolein gesondert ennitlell und deren Konzentrationen opli- 
miert werden. 

Fiir die erfindungsgemaBe Protease und/oder ihr Proenzym sind bereits vorstehend Bedingungen genannt worden, die 
50 das Protein in Losung slabilisieren, ohne dass eine Pasieurisierung vorgenommen wird. Besonders ein leicht saurer pH- 
Bereich hat sich diesbeziiglich als voneilhaft herausgesiellt. Bei einer Pasieurisierung unter diesen Bedingungen verliert 
die erfindungsgeiiiaBe Prolease und/oder ihr Proenzym jedoch in der Regel mehr als 50% ihrer urspriinglichen Aktiviia't. 

Es wurde nun gefunden, dass eine Pasieurisierung einer die erfindungsgeiiiaBe Protease und/oder ihr Proenzym ent- 
halienden phannazeulischen Zubereitung optimale Siabilisierungserfolge gewahrleistet, wenn die Zubereitung 

55 

a) in einem pH-Bereich von 3,5 bis 8,0. vorzugsweise in einem pH-Bereich von 4,0 bis 6,8; 

b) unier Zusatz einer oder melirerer Aminosauren in einer Menge von mehr als 0,01 mol/l, vorzugsweise mehr als 
0,05 tnol/1; und/oder 

c) unter Zusaiz eines Zuckers oder einer Kombination verschiedener Zucker mit einer Gesamtkonzentration von 
60 mehr als 0.05 g/nil. vor7.ugsweise mehr als 0,2 g/ml; und/oder 

d) unter Zusat.z ein oder inehrerer Substanzen, die Kalziuniionen zu komplexieren venriogen, wie Zitrat, Oxalat, 
Elhylendiarninietraessigsaure usw. hergesielll wird. 

Auch Zusatze wie Albumin, Haemaccel®, Heparin und Heparinoide, Glyzerin, Glykol und Polyethylenglykol konnen 
65 separai oder in Mischung Verwendung finden. Nach Beendigung der Pasieurisierung konnen die als Stabilisatoren zuge- 
setzien Zucker, Aminosauren und anderen Zusaizsioffe mil dem Fachmann vertrauten Verfahren vennindert oder aus der 
Zubereitung ganz entfernt werden. Die Ergebnisse der Pasieurisierungsverfahren sind in den Beispielen 12 und 13 enl- 
hallen. 
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Beispiel 1 

Zur Demonstration der Aktivierung von FVU durch die praparierte Protease wurde das Slaclot® FVHa-rTF-Tesisy- 
slem (Stago/Boehringer Mannheim) verwendet. Dieses Deiekiionssysiem beruht auf der besonderen Eigenschaft des (re- 
kombinanten) loslichen Tissue Factors (rTF), der ausschlieBlich den prafonriierlen aktivierlen FVII (FVIIa) zur Initiation 
des exogenen Gerinnungswcges verwenden kann. Damit wird, anders als beim vollsiandigen Tissue Factor, eine genaue 
BesLimniung des aktuellen FVIIa Gehall.es moglich. 

Fur die Akiivierungsexperimente wurde isolierter FVII (Enzyme Research Labs) verwendet.. Dieser enlhalt selbst Spu- 
ren FVlla, da er aus Humanplasma isolierl wird. Die Konzentration wurde durch Verdiinnung mil Puffer auf 0,05 lU/ml 
FVII eingestelll. FVII wurde mil den Testsubstanzen fiir 1 0 min bei Raunuemperatur inkubiert und anschliefiend auf den 
aktuellen FVIIa-Gehalt geiestet. Die FVIla-Gehalte wurden anhand der parallel erstelllen Referenzkurve quantifiziert. 

In Vorversuchen, die hier nichi beschrieben werden, wurde ennitlelt, daB das Aprotinin in der verwendeien Konzen- 
tration die Akli vital der praparierlen Protease vollslandig inhtbierle, jedoch weder FVTTa direkt noch das FVTIa-rTF Test- 
system signifikant beeinfluBte. 

Die nachfolgenden Ergebnisse beziehen sich jeweils auf Dreifachbestimmungen. 

Entsprechend wurden folgende experimentelle Ansatze durchgefiihrt: 

l.FVD 
Resultai: 10 mlU/ml FVIIa 

Nicht aklivierter FVII dienle als Kontrollansalz. Dieser enlhalt hereits Spuren von FVIIa (siehe oben) in der GroBen- 
ordnung 10 mlU FVIIa/ml. 



In dicscm Ansatz wurde FVII in Anwcscnhcit von Aprotinin inkubiert und in den FVHa-rTF Assay cingesctzt. um zu 
zeigen, daB weder FVIIa selbst inhibiert noch der Test durch das verwendele Aprotinin beeinfluBt wurde. Dies wurde be- 
slatigt (iin Vergleich zu Ansatz 1). 

30 

3. Protease + FVII (Inkubation), danach Zugabe von Aprotinin 
Resultat: 18 nilU/ml FVHa 

Der Protease wurde hier Zeit gegeben, um FVIIa zu aktivieren. Erst nach der 10 minutigen Inkubation wurde Aproti- 35 
nin zugegeben, urn die Protease zu inhibieren. Enlstandener FVIIa wurde im FVIIa-rTF Assay quantifiziert. Abziiglich 
des FVIIa Basiswertes (Ansatz 1 ) sind unter den gewahlten Bedingungen also 8 ndU/nil FVIIa durch die Proieaseeinwir- 
kung entstanden. 

4. Protease + Aprotinin, danach Zugabe von FVII 40 
Resultat: 11 mlU/ml FVIIa 

In diesem Ansatz wurde die Protease vor Kontakt mil FVU mil Aprotinin inhibiert. Weder die anschlieBende Inkuba- 
tion mil FVII noch die folgende FVIIa Quanlifizierung zeigle einen signifikanten Anslieg des FVIIa-Gehaltes (11 versus 45 
10 mlU/ml in Ansatz 1 isi aufgrund des Assay-Schwankungsbreite als nicht signifikant zu werlen). 

5. Protease 

Resultat: 0 mlUVml FVIIa 50 

Durch diesen Ansatz wurde demonstrierL daB die Protease in der gewahllen Konzenlration selbst keinen EinfluB auf 
das FVBa-rTF Teslsysieni zeigte. 

Zusamnienfassend ergibt sich hieraus, daB 

55 

- die beschriebene Protease FVII aktiviert; 

- die Aktivierung von FVII durch die Protease "direkt" erfolgt.. also unabhangig von der Anwesenheit des rTF; 

- die Aktivierung von FVII durch Aprotinin hemmbar ist, Aprotinin selbst das Testsystem in der gewahlten Kon- 
zentration nicht signifikant beeinfluBt. 

60 

Beispiel 2 

Dieses Beispiel beschreibt, daB die Aktivierung von FVII in einer von der Konzentration der Protease und der Inku- 
bationszeit der Protease mil FVII abhangigen Reakiion erfolgt. 65 

Tesisysteine und Reagenzien wurden entsprechend den in Beispiel 1 beschriebenen Bedingungen gewahlt. In einer er- 
sten Versuchsreihe wurde der vorgelegte FVD mil verschiedenen Verdunnungen (1:5,1: 10,1 : 20) der Protease enthal- 
tenden Losungen vorinkubiert (5 min RT), danach mil Aprotinin verseizt (zur Inhibition der Protease) und anschlieBend 
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im FVUa-rTF Assay auf den Gehalt an FVIIa gepruft. 

Als Konirollansatze dienien wiederum die Parallelansaize, bei denen die Proiease vor Koni.akt mil FVII durch Apro- 
tinin inhibieri worden war. 

Die Ergebnisse sind als Akiivierungsfaklor angegeben, d. h. enlsprechen dem x-fachen dessen, was in dem o.g. Kon- 
5 Irollansalz selbsl gemessen wurde: 

Ansatz Kontrolle 



10 

Protease+FVII Protease+Aprotinin 

Inkubation Inkubation 

'5 + Aprotinin + FVII 



Aktivierungsfaktor 



1,0 
1,0 
1,0 

Der Akiivierungsfaklor 1,0 der Konljollansatze enisprichi der zusatzlich eingeschlossenen Kontrolle, bei der lediglich 
35 der Teslpuffer mil dem verwendeien FVII unler identischen Inkubationsbedingungen bebandell und geleslel wurde. Das 
heiBt, es fand keine signifikanle Aktivierung in den Konlrollansalzen statl. 

Hieraus ergibl. sich. daB die Aktivierung von FVII durch die Proiease in einer von der Konzenlration der Proiease ab- 
hangigen "Weise erfolgl. 

In alinlicber Weise wurde gezeigl, daB sich die Aktivierung von FVII durch die Proiease bei konslant gehaltenen Kon- 
40 zentrationen der Reaklionsparlner in einer von der Inkubalionsdauer abhangigen Weise vollzieht . 

Bei Inkubation gleicher Volumina einer 0,2 lU/ml FVII enihalienden Losung mil einer 1 : 10 verdunnien Proteaselo- 
sung ergaben sich nach enisprechenden Inkubaiionszeiten und ansclilieBender Zugabe von Aprotinin (uni die Aktivie- 
rung zu sioppen) folgende FVEa-Gehalte: 

45 Inkubalionsdauer Alciivierungsfaklor 
0 nun 1 .0 

2.5 min 1,3 

5,0 min 2,0 

] 0,0 min 2,8 

50 40.0 nun > 3,8 



Hieraus ergibl sich, daB sich die Aktivierung von FVII durch die Proiease in einer von der Zeit abhangigen Weise voll- 
zieht. 

55 

Beispie] 3 

Anhand dieses Beispiels soli demonstriert werden, daB die Aktivierung von FVII durch die Protease in Anwesenheit 
von Calcium-ionen und Heparin erhoht wird. 
(SO 25 ul der Protease enihalienden Losung wurde mil 50 pi 

- Puffer (Kontrolle) 

- 15 mMCaCh 

- 50 USP-E Heparin/ml 

65 - Pathroiiitin (Lipidgemisch, Abfiillung nach Angaben des Herstellers gelosi) 

gemischt. fiir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. mil 150 ul einer Tris/NaCl-Pufferlosung (pH 8.2) und 25 pi des chro- 
mogenen Substrates S2288 (3 mM) versetzt und die zeiiabhangige Anderung der Extinkt.ion bei 405 nin (bei 37°C) ge- 
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Verdunnung der 

Proteaselosung 

1:5 2,6 

1 : 10 2,0 

1:20 1,6 
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messen. Angegeben sind Aktivierungsfakloren bezogen auf die Puffer-Konlrolle (x-fach). 

Ansatze AklivierungsfakLor 

(x-i'ach Puffer-Konirolle) 



Puffer-Kontrolle 


1.0 


+ CaCl 2 


3.6 


+ Heparin 


2.6 


+ Lipid 


0.9 


+ CaCb + Heparin 


4,3 


+ CaG? + Lipid 


3,3 


+ Heparin + Lipid 


2,7 


+ CaCl? + Heparin + Lipid 


3,7 



Unier den Bedingungen dieses Beispiels sind deutliche Aktivitalssleigeningen der Protease in Anwesenheil von Cal- 15 
cium-ionen und/oder Heparin zu vernierken. 



Beispiel 4 



Jeweils 25 pi einer Losung, die 10. 1 oder 0,1 pg/ml der Protease enthielt, wurden mit 25 pi FVHJ (2 lU/ni!) geniischt 20 
und anschlieBend mil 25 pi CaCl 2 (25 niM) und 25 pi Pathromtin® (Dade Behring GmbH) versetzl. Nach einer Inkuba- 
lion bei 37°C fur 0, 3, 10 und 20 min wurde die Reakiion durch Zugabe von 400 pi Aprotinin (500 KIE/n-d) gesloppl. Als 
eine Konlrolle dienle ein Ansatz, bei dem Aprolinin vorgelegt wurde. 

.Tede Probe wurde in Tris-Puffer/BSA verdunnt. Je 50 pi dieser Losung wurden mil 50 pi des Faktorenreagenzes (im 
Wesenllichen besiehend aus FEXa. FX und eineni Thrombininhibilor, enl.sprechend modifizieri nach dem Coamatic® 25 
FVEI Tesi. Chroinogenix AB) geimschl und fur 10 min bei 37°C inkubiert. Nach Zugabe von 50 pi Subslral (z. B. S 
2765, N-a-Cbo-D-Arg-Gly-Arg-pNA) wurde die Reakiion nach einer bcstimmlcn Inkubaiionsdaucr durch Zugabe von 
50 pi Essigsaure (50%) gesloppl und die OD405mm gemessen. Eine FVIII-Standardkurve diente der Ennitilung der Pro- 
ben konzen Uali on . 



Ergebnis 

In einein erslen Ansatz wurde die Inkubationszeil von Protease mil FVITJ (2 lU/ml) konstanl gehallen (10 min), jedoch 
die Proleasekonzenlralioii variiert (0,1,1 und 10 pg/ml). Die Reakiion wurde gestoppt und die restliehe Konzentraiion an 
aklivem FVITJ bestimmt. Mil sleigender Proleasekonzenlralion wurde enlsprechend mehr FVEI inaklivierl (Abb. 1). 

Mil Hilfe einer entsprechenden Slandardkurve laBt sich der Proleasegehall einer Probe quanlifizieren. 

In einem zweii.en Ansatz wurde die Proleasekonzenlralion konstanl gehallen (10 pg/ml). jedoch die Inkubationszeil 
mil FVIH (2 lU/ml) variiert. Mil zunehmender Inkubationsdauer zeigle sich eine deutliche Redukiion der verbleibenden 
Konzenlration an aklivem FVID (Abb. 2). 

Beispiel 5 

Der EinfluB des "FVII-Akii valors" auf die Faktor V Aktivilai wurde untersucht: 
25 pi protease-haliige Losung (0-100 pg/ml) wurde mil 50 pi FV (5 lU/ml) und 25 pi 25 mM CaCl, inkubiert (0-20 min) 
und danach mil 400 pi Puffer en thai tend 100 KIE/ml Aprotinin verseizt. 

Je 100 pi eines jeden Inkubationsansaizes wurden dann mil 1 00 ?1 FV-Mangelplasma fur 1 min bei 37°C inkubiert, mil 
200 pi Thromborel S® geniischt und die Gerinnungszeiten im Koagulometer nach Schnilger und Gross bestimmt. Die 
Restaktivitaien des FV wurden ermittelt. 



Protease Konzentration 
(l^g/ml) 



Ergebnis 

Restaktivitat FV 
Inkubationszeit von Protease mit 



FV (min) 

10 



20 



10 
30 
100 



93 
100 
100 



91 
93 
29 



100 
28 
13 



Dieses Beispiel zeigt. daC der FV durch die Protease mil der Zeil inaklivierl wurde. 



9 



BNSDOCID: <DE_19903693A1_I_> 



DE 199 03 693 A 1 



Beispiel 6 

Der EinfiuB des "FVE-Aklivalors" auf die Gerinnungszeilen in sog. Globallesls wurde mil Hilfe von Koagulomelern 
nach Sch.nit.ge-r und Gross umersuchl. Alle aufgefiihrten DilTerenzwerie entsprechen den urn diesen Beirag verkiirzlen 
Gerinnungszeilen. 

NAPTT (Nichi-aktivierte pariielle Throinboplaslinzeit) 

Die prolease-hallige Losung wurde mil Puffer auf 100 ug/ml, 30, 10 und 3 ug/ml verdunnl. .leweils 100 nl dieser L6- 
sung wurden mil. 100 ul Ciirai-Plasma (Siandard Human Plasinapool oder Einzelspender) und 100 pi Paihronuin® fur 
2 min bei 37°C inkubieri und anschlieBend mil 100 pi 25 mtvl CaCl 2 versetzi und danach die Gerinnungszeiten ermiuell. 
Die Differenzen zwischen diesen MeBwerten und den entsprechenden Gerinnungszeilen, die mit Pufterlbsung anstelle 
der Proiease enTiiiietl wurden, wurden beslimml. 



Probe Nr. Differenz Gerinnungszeiten (Puffer-Probe) (sec) 

Protease Konzentration (i^g/ml) 





0 


3 


10 


30 


100 


Standard Human 


0 


13 


20 


42 


43 


Plasma (213 












sec) 












1 


0 


20 


33 


42 


41 


2 


0 


27 


31 


45 


47 


3 


0 


13 


14 


23 


29 


4 


0 


18 


37 


51 


50 


5 


0 


25 


49 


54 


46 






Plasma-Rekalzifierungszeit 







Die prolease-hallige Losung wurde mil Puffer auf 100 ug/ml, 30, 10 und 3 ug/ml verdunnt. .leweils 100 ul dieser Lo- 
sung wurden mit 100 ul Citral-Plasma (Siandard Human Plasniapool oder Einzelspender) fur 1 min bei 37°C inkubiert 
und anschlieBend mil lOOul 25 mM CaCl 2 verseizt. und danach die Gerinnungszeilen ermitiell. Die Differenzen zwi- 
schen diesen MeBwenen und den entsprechenden Gerinnungszeilen, die mil Pufferlosung anstelle der Protease ermitielt 
wurden, wurden beslimml. 
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Probe Nr. Differenz Gerinnungszeiten (Puffer-Probe) (sec) 

Protease Konzentration (ug/ml) 

0 3 10 30 



Standard Human 0 

Plasma (283 

sec) 



17,2 



15,1 



50,4 



29,8 
25,2 
28,0 
27,3 
44,3 



51,7 
51,7 



42,7 
69,1 



60,3 
69,5 
39,0 
55,6 
101,2 



90,1 
101,3 
74,6 
91,8 
134,2 



PT (Prothrombinzeil) 

Die protease-haltige L5sung wurde mit Puffer auf 100 ug/ml. 30, 10 und 3 ug/ml verdunnt. Jeweils 100 ul dieser Lo- 
sung wurden mil 100 pi Citral-Plasma (Standard Human Plasmapool oder Einzelspender) fur 1 nun bei 37°C inkubiert 
und anschlieRend mil 200 ul Thromborel S® (Dade Behring GmbH) versetzl und danach die Gerinnungszeiien ermitteli. 

Die Differenzen zwischen diesen MeGwerlen und den entsprechenden Gerinnungszeiien, die mil Pufferlosung anslelle 
der Proiease ermitlelt wurden, wurden besdnimt. 

Probe Nr. Differenz Gerinnungszeiten (Puffer-Probe) (sec) 

Protease Konzentration 0-ig/ml) 



Standard Human 
Plasma (13,6 
sec) 



1,0 



1,5 



0,7 
0,3 
0,4 
0,1 
0,3 



1,3 
0,4 
0,7 
0,7 
0,5 



2,4 
1,7 
1,5 
1,8. 
1,2 



2,7 
3,1 
1,8 
3,1 
2,8 



Die Gerinnungszeiien der genannten Globallesls wurden in einer von der Konzenlralion der Protease abhangigen 
Weise verkiirzt, Enlsprechend liess sich nach "Eichung" eines verwendeien Plasmas mil einer bekannlen Menge des 
"FVII-Akiivaiors" unier Ablesung von einer Standardkurve die ProteasekonzenlraLion einer Probe ennitleln. 



Die Plasniinogenakiivaioren aklivierenden Eigenschafien des "FVII-Akiival 
(scuPA) und des Einkei.ien-tPA (sclPA) unlersuchi.. 



" wurden an der Einketlen-TJrokinase 
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Ansalz: 

0,1 nil PAA-Losung (20 ug/ml scuPA oder 100 ug/ml sctPA) 

+0.1 ml Tesl-Puffer oder 

100 U Heparin/nil in Tesl-Puffer oder 

20 niM CaCl 2 im Tesl-Puffer 

+ 0,5 ml Tesl-Puffer 

+ 0.1 ml Prol ease/Probe (sieigende Konzentrationen: 

2-10 ug/ml scuPA oder 
50-200 ug/ml sctPA) 
Inkubaiion bei 37°C 

+ 0.1 nil 100 KIE Aprotinin/ml in Test-Puffier 
Inkubaiion fur 2 min bei 37°C 
u 0,1 nil Substral S-2444 (3 mM). 

Als Konlrolle wurde anslelle des Plasminogenaktivators (PA) vor der ersten Intubation Aprotinin vorgelegl und je- 
weils miigefiihrl. Dafur wurde anslelle des Aprotinin ersl spater PA zugegeben. 

Die AOD 40 5,„ m wurde phoiometrisch bestimmt. Die ermillelien Kontroll-Wene wurden von den Proben/Proieasewer- 
len abgezogen und sb die durch die PAA Aktivitat verursachle PA-Akli vital,) in mlU/niin) bestimmt. 

Ergebnis 

scuPA-Akiivierung (20 ug/ml scuPA 2-10 ug/ml "FVII-Akiivator") 
A. Stiniulanz: ohne 

Inkubationszeit resultierende PA-Aktivitat (A mlU/min) 

(min) "FVII-Aktivator" (^g/ml) 

2 5 10 



2 


25 60 117 


5 


79 179 165 


10 


186 449 517 




B. Stimulanz: Heparin 


Inkubationszeit 


resultierende PA-Aktivitat ((a mlU/min) 


(min) 


"FVII-Aktivator" (^ig/ml) 




2 5 10 



2 


190 


332 


425 


5 


330 


455 


458 


10 


417 


462 


460 
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B. Stiinulanz: CaCl? 

Inkubationszeit resultierende PA-Aktivitat (A mlU/min) 

(min) "FVIl-Aktivator" (j^g/ml) 





2 


5 


10 


2 


255 


370 


401 


5 


338 


424 


438 


10 


416 


445 


448 



Die Tabellen veranschaulichen, dal3 scuPA in einer von der Konzeniration des "FVII-Akiivaiors" und der Inkubalions- 
dauer abhangigen Weise aktivieri wurde, Dabei wirkten sowohl Heparin als audi Kalzium suniulierend auf die durch die 
Protease verursachte Aktivierung des PA. 

sctPA-Akiivierung (100 pg/nil sctPA, 50-200 pg/ml "FVE-Akti valor") 

Da die Umsaizrale des aktivierien iPA gegeniiber dem iPA-Proenzym lediglich urn den Faktor 3-4 zuniinmt. (die der 
uPA jedoch uni das 1. 000-1. 500- f ache), mussien hohere Konzeniralionen beider Reaktionsparlner (siehe oben) gewahlt 
werden, uin ein auswertbares Messignal zu erhalien. 

Inkubationszeit resultierende PA-Aktivitat (A mlU/min) 
(min) "FVIl-Aktivator" (200 p.g/ml) 



1 


10,2 


2 


16,8 


5 


38,8 


10 


60,2 


20 


73,3 



i. Abhangigkeii von der Konzeniralion des "FVII-Aktivaiors" (Inkubaiionszeii: 20 min 37°C), Sdniulanz: Heparin (1 00 

lU/ml) 

"FVIl-Aktivator" PA-Aktivitat (A mlU/min) 

(^ig/ml) 



50 33,6 
100 51,0 
200 71,9 
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C. Slimulanzien (Inkubationsdauer: 20 min bei 37°C) 

PA-Aktivitat (A mlU/min) 



ohne 5,9 
CaCI 2 25,3 
Heparin 63,8 

Die Tabellen demonslrieren, daB auch sctPA in einer von der Konzentration der Proiease und der Inkubaiionszeit ab- 
hangigen Weise aktivieri wurde. Sowohl Heparin als auch Kalziumionen batten eine sliiiiulierende Wirkung auf den 
"FVH-Akti valor" hinsichtlich seiner PA-Aklivierung. 



Beispiel 8 



20 Zwei FVin enlhaliende Losungen, die eine ini wesenllichen frei von von Willebrand Faklor und die andere vWF-hal- 
tig, wurden mil der obengenannlen Proiease in (Jegenwart von Kalzium inkubiert. Nach bestimmten Zeiten wurden die 
restlichen FVIEI-Aklivilaten mitlels eines chromogenen Testes beslimmt und in Relation zu den Konlrollansatzen ohne 
Proiease gesetzt. 

Dazu wurden 25 ul einer 0.1 lU/ml FVDJ enlhalienden Losung mil dem gleichen Volunien der Proleaselosung 
25 (10 pg/ml) versetzl und mil 25 pi CaCh (25 niM) gemischt. Nach Inkubaiionsdauern von 0. 5, 10 und 20 min bei 37°C 
wurden die Ansalze mil je 400 pi einer 200 KIE/ml Aprolinin enlhalienden Losung verselzl, uin die proieolylische Ak- 
tivilal der Proiease zu stoppen. Vorvcrsuchc halt.cn gczcigl. daR dicsc Aprotininkonzcntralion kcincn wcscntlichcn sto- 
renden EinfiuR auf den nachfolgend beschriebenen FVEI-Akiivitaisiest hatie (Ansatze 1+3). In AnsaLz 2 wurde die Pro- 
lease vor Kontaki mil FVTO niit Aprotinin inkubiert und danach verfahren wie oben beschrieben. 
30 Je 50 pi der gestopplen Probe (bzw. nach weiterer Verdiinnung) wurden danach niit dem sog. Faktorenreagenz. im we- 
senllichen besiehend aus FLXa, FX und einem Thrombininhibiior verseizi und fur 10 min bei 37°C inkubiert. Nach Zug- 
abe von 50 pi eines chromogenen Substrates, das durch aklivierlen FX gespallen wird. wurde die Reaktion nach 5 minu- 
liger Inkubalion durch Zugabe von 50 pi Essigsaure (50%) gesloppl und die delta OD 4 o5,mi quantiftziert. Die FVm Ak- 
livital (nilU) wurde anhand einer Standardkurve, die mil Hilfe einer niiigefuhrien Verdunnungsreilie des FVIIl-Konzen- 
35 lral.es erslelll wurde, ennitielt. 

Die FVLTJ-Aklivilaien sind in Prozent der nielli mil Proiease versetzlen KonLrollen dargeslelll. 



1. 
2. 

3. 



FVIll 

FVIII/Aprotinin 
FVIIl/vWF 



0 

97 
98 
98 



Ergebnis 
FVHI-Akiivilal (%) 

Inkubationsdauer (min) 

5 10 

27 11 

97 97 

16 14 



20 
<1 
96 
1 



In Gegenwart von CaCb (hier 6,25 mM) wurde FVIII durch die Proiease in einer von der Inkubationsdauer abhangi- 
gen Weise inaktivien. Der vWF schiilzle den FVIII nichl vor Inakiivierung durch die Proiease. Die Inhibition der Pro- 
lease mil Aprolinin vor Kontaki mil FVTTJ verhinderie dessen Inakiivierung. 

Beispiel 9 



Diese Versuchsreihe wurde durchgefiihrt wie in Beispiel 1/Ansalz 1 beschrieben, jedoch wurden hier die Kalziumkon- 
zentrationen in den Mischungen aus Proiease und FVEQ variiert. Dazu wurde aus der Kalzium-Slaminlosung CaCl? zu- 
60 gegeben bis zu den in der Abb. 3 dargeslellten F.ndkonzentrat.ionen. 



Ergebnis 

Wird die Kalziumkonzeniration im Ansatz unler 1 mM gesenkl, werden unter diesen Bedingungen ca. 50% des FVIII 
verschont. Unter 0,5 mM Kalzium sind es bereiis niehr als 60% (Abb. 1). 
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Beispiel 10 

Der Einfluss des "FVII-Akli valors" auf die Gerinnungszeil.en in sog. Globallesls wurde mil Hilfe der Thronibelaslo- 
graphie uniersuchi. 

Mil eineni TEG-Meier (Fa. llellige) nach Hilgard wurde die Anderung der Scherelasliziiai bzw. die Fesligkeil des enl- 5 
sprechenden Blulgcrinnsels fonlaufend regisirieri. Bei den sog. r-, bzw. k-Werien handeli es sich uni die Zeilen voni Be- 
ginn der Blulabnahmc bzw. dcm Siarl der Gcrinnungsreaktion, bei Cilral-Bluiplasina um den Zeitpunkl der Rekalzifizie- 
rung bis zur Verbreiierung der THG-Kurve um 1 mm bzw., die Zeii voin Endpunki des r-Wenes bis zuf Verbreii.erung der 
Kurve auf 20 mm (Gerinnselbildungszeil ). 

Dazu wurden 150 pi Blui odcr Plasma voin 5 Spendem jeweils in den Messkuveiien bei 37°C fiir 2 min inkubieri und 10 
danach 50 ul Probe (Protease) /.ugcmisclu. Die Reaklion wurde durcb Zugabe von 100 ul 25 inM CaCl? geslartet.. Die 
Endkonzenlralion des "FVD-Akiivaiors" im Ansaiz betrug 30 pg/ml. Die Verkurzung der r-Zeit wurde in Relation zuin 
Ansaiz gemessen, der ansielle der Probe Purler enlhiell. 
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Ergebnis 

r-Zeit k-Zeit r+k-Zeit 

(min) (min) (min) 



Protease 
Puffer 



5,2 
7,8 



3,4 
5,6 



8,6 
13,4 



Protease 
Puffer 



5,2 
6,8 



5,1 
7,1 



10,3 
13,9 



Protease 
Puffer 



4,0 
6,5 



5,2 
6,3 



9,2 
12,8 



Protease 
Puffer 



4,5 
4,8 



4,8 
6,0 



9,3 
10,8 



Protease 
Puffer 



4,2 
7,0 



3,8 
5,8 



8,0 
12,8 



Probe 



r-Zeit (min) 



Protease 
Puffer 



9,0 
11,3 



Protease 
Puffer 



9,2 
12,5 



Protease 
Puffer 



9,5 
9,6 



Protease 
Puffer 



8,2 
12,1 



Protease 
Puffer 



9,7 
14,1 



Dieses Beispiel verdeullichi, dass die Zugabe der Prolease in fas I. alien Fallen eine deuiliche Verkurzung der Gerin- 
nungszeii zur Folge haite. Die fibrinolytischen Eigenschafien des "FVH-akiivaiors" iraien hier in den Hiniergrund. Ein 
Grund dafiir isl. dass in "Normalpersonen" die Plasiriinogenaklivalor-Konzenlrationen im Plasma ini Nanogranim-Be- 
reich liegen und in dem in-viiro Gerinnungslesl nichi zum Tragen koinmen. 

Beispiel 11 

Die FVin "Bypassing Aciiivily" der Prolease wurde durch folgenden Versuchsansatz demonslrierl; Als Messtechnik 
dienie die Thrombelaslographie. Ausgewerlel wurde die r-Zeii (siehe Beispiel 10). Eine Vollblulprobe wurde mil einem 
monoklonalen Aniikoq^er, dessen FVHI-Aktiviiai inhibierende Eigenschafien bekanni waren, inkubien, urn die Anwe- 
senheii eines natiirlich vorkonunenden FVIH-Inhibitors (Aniikorper gegen FVITJ) zu simulieren. Diese Probe wurde ver- 
glichen mil der Vollblulproben-Kontrolle (Puffer ansielle von mAb). Die FEIB-Aktivital der Prolease wurde durch Zu- 
saiz der Prolease (Endkonzeniraiion 17 pg/ml) zu der durch den mAb inhibicnen Vollblulprobe geiesiei. Einer weiteren 
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Probe wurde Protease zugegeben und deren alleiniger Einfluss auf die r-Zeil ermittelt. 

Ergebnis 

r-Zeit 

Vollblui-Konlrolle 8,0 
Vollblul + mAb 11.0 
Vollblul + niAb + Protease 8 7 0 
Vollblut + Protease 3,5 

Die Verlangerung der r-Zeit, die durch den anti-FVIII-iiiAb verursacht wurde, wurde durch die Anwesenheit der Pro- 
tease wieder norma li si ert, was die FFJB-Akti vital, der Protease veranschaulichie. Die Protease allein bewirkie eine Ver- 
kiirzung der Gerinnungszeit, wie schon oben gezeigt. 

Die Ergebnisse sind in den Beispielen 12 und 13 enlhalten. 

Beispiel 12 

Einer Losung, die 50 ug/ml der FVII-aktivierenden Protease enthielt, wurden folgende Substanzen auf die entspre- 
chenden Endkonzentrationen zugesetzt: 
25 niM Na-Citrat 
25 mM HEPES 
100 niM Arginin 
0,75 g/ml Saccharose. 

Die Losung wurde portioniert und die Aliquots wurden jeweils aul" unterschiedliche pH-Werte von 5,0 bis 8,6 einge- 
slelll und anschlieEend fur 10 Slunden bei 60°C erhiui. 

Die Aktivitatcn dcrcrhitztcn Protcasclosungcn wurden in cincm chroniogcncn Test bestimmt, wobci die zcitabhangigc 
Amidolyse des chroniogenen Substrates S2288 (H-D-Ile-Pro-Arg-pHAx2 HCL, Chromogenix AB, Schweden) regi- 
striert wurde. Diese Aktivitat wurde als Prozent der parallel gemessenen, nichl erhitzten Aliquot ausgedriickt: 

Resultal 





AUi\ 


Ausgangsmaierial 


100 


pH 5,0 


76 


pH 5,5 


65 


pH 6,1 


81 


pH 6,5 


50 


pH 7,1 


43 


pH 7,5 


46 


pH8,l 


46 


pH 8,6 


32 



Diese Versuchsreihe verdeutlichl, dass die Slabilisierung besonders im saurem pH-Bereich die Inaktivierung der Pro- 
lease deutlich reduzien hat.. Der leichle "Einbruch" bei pH 5,5 laBt sich dadurch erklaren. dass der isoelektrische Punkt 
der Protease in dieseni Bereich liegt. Na-Citrat. verhindert, dass ein Aktivilatsverlust >50% im bevorzugien pH-Bereich 
eintritl. 

Beispiel 13 

Der Ansalz bei pH 6,1 (Beispiel 1) zeigte die beste Slabilisierung der Protease, Entsprechend wurden bei pH 6,0 ver- 
schiedene Zusalze getestel und entsprechend Beispiel 1 ausgewertet : 

Folgende Endkonzentrationen wurden bei einer Konzentration der Protease von 50 ug/ml eingestellt: 

50 mM Na-Ciiraty50 mM NaCl, pH 6,0 

0.75 g/nil Saccharose 

lOOniMGlycin 

100 mM Arginin 



Ansatz Aktivitat (%) 

Ausgangsmaierial 100 

Na-Citrat/NaCl 54 

Na-Citrat/NACl/Saccharose 85 

Na-Citrat/NaCl/Saccharose/Glycin 92 

Na-Ci tr at/N aC 1 /S acc h arose/A rgi n i n 97 
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Eine deutliche Stabilisierung der Proicase durch Zusatz von Saccharose und jeweils einer Aminosaure wurde gezeigt. 
.PaienLanspmche 

1 . Protease zur Akiivicmng dcs Bhitgerinnungsfaklors VII. riadurch gckennzciclinet, daB sie 

a) durch die Anwescnheil von Aprotinin gcheirmtt wird, 

b) durch Calcium-ionen und/oclcr Heparin oder Heparin-verwandle Substanzen in ihrer Aklivilat gesteigert 
wird und 

c) in der SDS-PAGIi bei anschJiebiender Farbung im nichl-reduzierten Zustand eine oder inehrere Banden im 
Molekulargewichtsbereich von 50-75 kDa und im reduzierten Zustand eine Bande bei 40-55 kDa und eine 
oder inehrere Banden im Molekulargewichtsbereich von 10-35 kDa aufweist. 

2. Protease nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die in der SDS-PAGE im reduzierten Zusland im Mo- 
lekulargewichtshereich 60-65 kDa und von 40-55 kDa gewonnene Bande eine Aminosauresequenz von LLHSLDP 
und die im Molekulargewichtsbereich von 10-35 kDa gewonnene Bande eine Aminosauresequenz von IYGGFK- 
STAGK aufweist. 

3. Protease nach den Anspruchen 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, da£5 sie durch Fraktionierung von Blutplasma 
oder von ProthronibinkoniplexlPJ'SBj-Konzeniraten gewonnen wird. 

4. Proenzym der Protease nach den Anspruchen 1 bis 3. dadurch gekennzeichnet, dafi sie in der SDS-PAGE im re- 
duzierten Zustand eine Bande im Molekulargewichtsbereich zwischen 60 und 65 kDa aufweist und die Aminosau- 
resequenzen LLESLDP und IYGGFKSTAGK enthalt. 

5. Verfahren zur Gewinnung der Protease geinaB den Anspruchen 1 bis 3. dadurch gekennzeichnet. daG sie aus 
Blutplasma oder Prolhroiiibinkomplex (PPSB)-Konzentraien nach vorangegangener Anionenaustauscher-Chroiria- 
tographie mitlels einer Affiniiaischromalographie unier Verwendung von Heparin oder einer dem Heparin vervvand- 
ten Subslanz oder Dexiransulfat gewonnen wird. 

6. Reagenz zunt iiiiinunologischen Nachweis der Protease der Anspriiche 1 bis 3. dadurch gekennzeichneL, daB es 
einen polyklonalen oder nionoklonalen Antikorper gegen die Protease enthalt. 

7. Rcagcnz zuin Nachweis von Faklor VII, dadurch gekennzeichnet, daB cs die Protease der Anspriiche 1 bis 3, ggf. 
zusamnien mil Protease-Aktivatoren enthalt. 

8. Testsystem zum qualitativen und quantitalivem Nachweis einer Protease nach Anspruch 1 oder ihres Proenzyms 
nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB die Protease geinessen wird durch 

a) ihre die Blutgerinnungsfakloren VUUVIUa oder V/Va inaktivierende Wirkung oder 

b) ihre die Blutgerinnungszeiten verkurzende Wirkung in globalen Gerinnungslesis oder 

c) ihre Plasminogen-Aklivaloren aktivierende Wirkun? 

d) ihre den FVII aktivierende Wirkung. 

9. Testsysleni nach Anspruch 8. dadurch gekennzeichnet, daB die die Blutgerinnungszeiten verkurzende Wirkung 
bestimmt wird mitt els der 

a) nicht-aktivierten partiellen Thromboplaslinzeit (NAPTTI oder der 

b) Prothrombinzeit (PT) oder der 

c) Plasnia-Rekalzifizierungszeit oder der 

d) aktivierten paniellen Thromboplaslinzeit (APTT). 

10. Testsystem nach Anspruchen 8 und 9. dadurch gekennzeichnet, daB die die Plasminogen-Aklivaloren aktivie- 
rende undA>dei versiarkende Wirkung geinessen wird durch die Aklivierung der 

a) Einketten-Urokinase (scuPA, single chain urokinase plasminogen activator) oder der 

b) Einkeften-tPA (sclPA. single chain tissue plasminogen activator). 

11. Testsystem nach Anspruchen 8 bis 10, dadurch gekennzeichnet, daB es Kalziuntionen in einer Menge von mehr 
als 0.001 mM, vorzugsweise in einer Menge von niehr als 0,005 niM, enthalt. 

12. Testsystem nach den Anspruchen 8 bis 1 1, dadurch gekennzeichnet, daB die die Plasminogen-Aktivaioren ver- 
siarkende Wirkung 

a) mil einem chromogenen Test oder 

b) in einer gekoppelten Reaktion in Anwesenheit von Plasminogen geniessen wird, wobei die Plasminbildung 
selbst oder die durch Plasmin bewirkte Auflosung eines Fibringerinnsels bestimml wird. 

13. Stabilisiertes Faklor V- und siabilisienes Faktor VHI-Praparai , dadurch gekennzeichnel, daB sie von den durch 
proteolyiischen Abbau entstehenden, inaktiven Faktor VII und Faktor V-Fragmenten durch die Inhibition der den 
Blutgerinnungsfakior VII aklivierenden Protease frei sind. 

14. Stabilisiertes Praparal nach Anspruch 13. dadurch gekennzeichneL daB zur Inhibition der den Bluigerinnungs- 
laktor VII aklivierenden Protease die Konzenlration an Kalziuntionen im Faklor VIII oder im Faklor V-Praparat we- 
niger als 1.0 mM, vorzugsweise weniger als 0.5 niM betragt. 

15. Stabilisiertes Praparal nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet. daB die FVID- bzw. FV-haltige Losung mil 
imniobilisierteiri Heparin, immobilisierien heparin-ahnlichen Substanzen oder immobilisieriem Dexiransulfat in 
Kontakt gebracht und dadurch eine ganz oder leilweise von Prolease/Proenzym befreile losung gewonnen worden 
ist. 

16. Siabilisienes Praparal nach den Anspruchen 14 und 15, dadurch gekennzeichnel, daG es gegen den proteolyii- 
schen Abbau durch die den Blutgerinnungsfakior VII aktivierende Protease durch den Zusatz eines naliirlichen oder 
synlhetischen Protease-lnhibilors geschutzl ist. 

17. Stabilisierte Losung der Protease oder des Proenzyms nach den Anspruchen 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, 
daB sie durch Zugabe eines Puffers auf einen pH-Werl auf 4,0 bis 9,0 eingestelll ist und/oder Elbylenglykol oder 
Glyzerin in einer Menge von 5-80 Gew.-% enthah. 

18. Phannazeuiische Zubereitung. dadurch gekennzeichnet. dass sie eine zur Auflosung von fibrinhaliigen Throtn- 



DE 199 03 693 A 1 



ben ausreichende Menge der den Blutgerinnungsfaklor VII akiivierenden Protease und/oder ihr Proenzym enthalt, 

19. Pharniazeuiische Zubereitung nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnei, dass sie ausser der den Bluigerin- 
nungsfaklor VII akiivierenden Protease und/oder ihrem Proenzym Einkellen- oder Zweikelien-Plasminogenakiiva- 
loren (PA) und/oder Anlikoagulantien enihalL 

20. Phannazeutische Zubereitung nach den Anspriichen 18 und 19, dadurch gekennzeichnet, dass sie zusatzlich 5 
losliche Kalziumsalze und/oder Heparin oder heparin-ahnliche Substanzen enthalt.. 

21. Pharniazeuiische Zubereitung zur Verminderung der Gerinnungsfahigkeii des Blutes, dadurch gekennzeichneu 
daB sie zur Inhibierung der Protease und/oder ihres Proenzyins gemaB den Anspriichen 1 bis 4 einen Proleaseheni- 
iner wie Aprotinin enthalt. 

22. Verl'ahren zur Herstellung einer die Proenzym gemaB den Anspriichen 1 -4 enthallenden phannazeutischen Zu- 10 
bereilung, dadurch gekennzeichnet, dass die Zubereitung 

a) in einem pH-Bereich von 3,5 bis 8,0 

b) unler Zusat7. einer oder mehrerer Arninosauren in ei ner Menge von 
>0,01 mol/1 und/oder 

c) unler Zusatz eines Zuckers oder einer Kombinalion mehrerer Zucker in einer Gesamlmenge von > 15 
0,05 g/ml und/oder 

d) unter Zusatz einer oder mehrerer Substanzen, die Calciuin-ionen zu komplexieren veraiogen 
unler Pasieurisierungs-Bedingungen hergestellt wird. 

23. Phannazeutische Zubereitung, dadurch gekennzeichnet, dass sie nach dem Verfahren gemaB Anspruch 22 er- 
haltlich ist. 20 

24. Verwendung der aus Blulplasma. Prothroinbin-Koiiip]ex(PPSB)Konzentralen hergestellten oder rekombinani 
oder transgen exprimierten Protease oder ilires Proenzyms gemaB den Anspriichen 1 bis 4 zur Forderung der Wund- 
heilung und der Blutstillung, als Zusatz eines auf Fibrinbasis zum raschen WundverschluB geeigneten Fibrinkle- 
bers, zur Substitution bei angeborenen oder erworbenen Mangelzustanden an dieser Protease oder ihrem Proenzym, 
beim Vorliegen von Anlikorpern gegen den Blutgerinnungsfaktor VIII oder zur in vitro-Aktivierung von Faklor VII. 25 
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Protease for activating clotting factor VII 

The invention relates to a protease for activating the blood clotting factor 
VII, to a process for isolating it, detecting it and inactivating it, and to 
medicinal preparations which comprise this protease. 

The blood dotting system comprises two different, cascade-like pathways 
for activating clotting factors which are present in the plasma. The intrinsic 
or the extrinsic pathway is preferentially used for initiating clotting, 
depending on the triggering mechanism. 

When a tissue is damaged, thromboplastin (tissue factor, TF with 
phospholipids) is exposed by the affected cells as the starter of the 
extrinsic cloning pathway. The membrane-located thromboplastin can bind 
both clotting factor VII (FVII) and circulating, activated FVII (FVIIa). In the 
presence of calcium ions and lipids, this TF-FVIIa complex leads to the 
binding of FX, which is converted into its activated form (FXa) by limited 
proteolysis. FXa in turn leads, by activating prothrombin to form thrombin, 
to the formation of fibrin and thereby ultimately to closure of the wound. 

While the further activation of the thromboplastin-bound FVII initially takes 
place autocatatytically, in particular, it is supported, after the clotting 
cascade has been initiated, by FXa and thrombin, in particular, leading to 
marked reinforcement of the reaction cascade. 

The administration of FVIIa or FVIla-containing concentrates is indicated in 
certain clinical situations. The so-called FVIII-bypassing activity (FEIBA) of 
FVIIa is used in patients who are suffering, for example, from hemophilia A 
and have developed antibodies against FVIII as a consequence of the 
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administration of FVIII. According to presently available findings, FVIIa is 
well tolerated in this context and, while it does not lead to any tendency to 
thrombosis, it is suitable for ensuring that clotting takes place to a limited 
but adequate extent. Recombinant FVIIa is already being used 
therapeutically and prophylactically. FVII which has been isolated from 
blood plasma can also be activated and then used. Proteases such as 
thrombin can be used for this activation; however, these proteases, as 
such, can themselves strongly activate clotting and lead to the risk of a 
thrombosis. For this reason, subsequent removal or inactivation of 
thrombin is necessary and leads to yield losses. As a result of the risk of 
thrombosis which is associated with it, the use of FXa or Flla (thrombin) is 
frequently contraindicated and only indicated in emergencies, e.g. in 
association with extreme loss of blood and unstaunchable hemorrhages. 

FVIIa is found in very low concentrations in the plasma of healthy subjects. 
Only very little is so far known about the formation and origin of FVIIa 
which is circulating in the blood. Traces of thromboplastin which has been 
expressed or released in association with cell destruction might play a role 
in this context. Although it is known that factor Xlla, for example, can lead 
to FVII activation under certain conditions, the physiological relevance of 
this reaction has not yet been clarified. 

Surprisingly, a FVII-activating protease, which differs from all the 
previously known proteases, has now been found in connection with 
fractionating human plasma and certain prothrombin complex 
concentrates. Investigations into this protease have shown that it exhibits a 
particularly high amidolytic activity toward the peptide substrate S2288 
(HD-isoleucyl-L-prolyl-L-arginine-pNA) from Chromogenix AB, Sweden. A 
particular feature of this protease is that the amidolytic activity is efficiently 
inhibited by aprotinin. Other inhibitors, such as the antithrombin lll/heparin 
complex, are also suitable for the inhibition. On the other hand, its activity 
is increased by heparin and heparin-related substances such as heparan 
sulfate or dextran sulfate and calcium ions. Finally, it has been found that 
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this protease • is able, in a manner dependent on time and on its 
concentration, to convert FVII into FVIIa. This reaction, too, is inhibited by 
aprotinin. 

Part of the subject matter of the invention is therefore a protease for 
activating the biood clotting factor VII, which 

a) is inhibited by the presence of aprotinin, 

b) is increased in its activity by calcium ions and/or heparin or 
heparin-related substances, and 

c) in SDS-PAGE, on subsequent staining in the non-reduced state, 
has one or more bands in the molecular weight range from 50 to 
75 kDa and kDa in the reduced state has a band at 40 to 
55 kDa and one or more bands in the molecular weight range 
from 10 to 35 kDa. 

In the following text, the activated form of the protease is termed 
"protease" whereas the non-activated form is termed "proenzyme". 

Further investigations with this protease have shown that, after enriching 
or isolation, it suffers from a rapid loss of activity, which was observed in a 
solution containing 20 mM tris, 0.15 M NaCI at a pH of 7.5. The addition of 
albumin at a concentration of 0.1% was not able to prevent the activity of 
the protease from decreasing by 50% after one hour at room temperature. 
On the other hand, very good stabilization of the protease was observed in 
a solution which was buffered to a pH of 6.5 with 50 mM Na citrate. If no 
particular stabilizers are added to the protease solution, no, or only slight, 
losses in activity are observed if the solution is adjusted to a pH of 
between 4 and 7.2, preferably to a pH of between 5.0 and 7.0. However, it 
is expedient to add stabilizers to the solution, with suitable stabilizers, 
apart from citrate, being, in particular, glutamate, amino acids, such as 



arginine, glycine or lysine, calcium ions and sugars such as glucose, 
arabinose or mannose in quantities of 1-200 mmol/l, preferably in 
quantities of 5-100 mmol/l. Efficient stabilization was also achieved by 
adding glycols such as ethylene glycol or glycerol, with quantities of 5-80% 
by weight, preferably of 10-60% by weight, being used. The pH of the 
stabilized solution should then be between the pH values 4-9. 

While the novel protease, and also the proenzyme, can be obtained by 
recombinant DNA methods or by production in e.g. the milk of suitable 
transgenic animals, they can in particular be obtained by fractionation of 
blood plasma or of prothrombin complex (PPSB) concentrates. The 
starting material is then first of all subjected to an anion exchange 
chromatography, which is followed by an affinity chromatography of the 
eluate. A heparin which is immobilized on a matrix, or a heparin-related 
substance such as heparan sulfate or dextran sulfate, is particularly 
suitable for the affinity chromatography. When such a chromatographic 
method is used, the novel protease and/or the proenzyme can be 
selectively bound and then eluted once again using known methods. The 
use of a spacer is advisable for coupling the ligand to the matrix. A 
heparin-lysine matrix has been found to be particularly suitable for isolating 
the novel protease. 

In SDS-PAGE with subsequent staining, the protease which has been 
isolated by this method exhibits, in the non-reduced state, one to several 
bands which lie closely together in the molecular weight range of 
55-75 kDa. Following reduction, one to several bands were observed in the 
molecular weight range of 15-35 kDa and one band was observed at 
40-55 kDa. A further band between 60 and 65 kDa, which, after scanning 
and quantitative evaluation, constituted 5-10% of the total protein, showed 
that non-activated proenzyme was also present. This result was supported 
by appropriate investigations using monoclonal antibodies against this 
protease. It was therefore concluded that the proenzyme of this protease 
can also be prepared, pasteurized and used by the method according to 
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the invention. Part of the subject matter of the invention is therefore the 
proenzyme of the protease for activating blood clotting factor VII. The 
proportion of the proenzyme is indicated by the band between 60 and 
65 kDa. Corresponding to the amino acid sequence which constitutes the 
activation region of the proenzyme, thrombin, kallikrein or FXIIa are, in 
accordance with their substrate specificities, examples of suitable 
physiological activators of the proenzyme. 

Some of the properties of the novel protease which have been described, 
namely the fact that it can be isolated from plasma or from prothrombin 
complex (PPSB) concentrates which are derived from plasma, the 
inhibition of its amidolytic activity by aprotinin and the described migration 
behavior in SDS-PAGE, both in the reduced and in the non-reduced 
states, are reminiscent of a protease which was isolated by Hunfeld et al. 
(Ann. Hematol. 1997; 74; A87, 113; Ann. Hematol. 1998; 76; A101, P294 
and Eischeid et al. Ann. Hematol. 1999, 78: A42) from a PPSB 
concentrate which v/as nci defined in any more detail. In that case, the 
preparation was essentially achieved using an aprotinin matrix. As a result 
of tr.e amidoiyiic cleavage of certain peptide substrates, the activity was 
described as being a thrombin-like activity. Hunfeld et al. did not find any 
influence on global clotting parameters such as prothrombin time, Quick or 
platelet aggregation. 

The N-tenminal sequencing of the protease described by Hunfeld et al. 
shows concordances with a protein whose cDNA was described by 
Choi-Miura et al. (J. Biochem. 119: 1157-1165 (1996)). In its primary 
structure, the corresponding protein exhibits homology with an enzyme 
termed hepatocyte growth factor activating enzyme (HGFA). 

When two bands which were isolated from SDS-PAGE under reducing 
conditions were subjected to N-terminal sequencing, the following 
concordances were established: 
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Molecular weight 
range of the band 


Amino acid sequence 


Author 


10-35 kDa 


IYGGFKSTAGK 


present invention 


30 kDa 


IYGGFKSTAG 


Hunfeld et al. 


17 kDa 


IYGGFKSTAGKH 


Choi-Miura et al. 


40-55 kDa 


LLESLDP 


present invention 


50 kDa 


SLDP 


Hunfeld et al. 


50 kDa 


SLLESLDPWTPD 


Choi-Miura et al. 



Concordances are also found in other test results such as substrate 
specificity and the ability of the activity to be inhibited. Despite this, it is still 
not possible at present to assume with confidence that these proteins are 
identical. At any rate, the previously investigated, abovementioned proteins 
have not been reported to possess the property of activating FVII or 
activating other factors (see below). 

On the basis of its described properties, the novel protease can be used 
diagnostically and therapeutically. 

1. Test systems using the novel protease 

The novel protease can be used diagnostically in test reagents. Thus, the 
presence of factor VII can be determined qualitatively and quantitatively in 
a clotting test by adding the novel protease. 

Conversely, the test system developed for measuring FVII activation can 
also be used for detecting and quantifying the protease. For this, a solution 
containing the protease is mixed with an FVII-containing solution and, after 
an appropriate incubation time, the resulting quantity of FVIIa is quantified. 
This can be carried out, for example, using the Staclot® FVIIa-rTF test 
(Stago/Boehringer Mannheim). When a preferred procedure is used, this 
test is not limited by the FVII concentration supplied. If the quantity of 
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protease in the form of the proportion of total protein is known, which 
proportion can be determined 

in a pure protease preparation, by means of the Kjeldahl 
method or by means of another protein assay with which the 
skilled person is familiar, or 

using an antigen test, for example based on specific antibodies 
and an appropriate immunochemical determination method 
such as ELISA, the specific activity of the protease preparation 
can then be measured in a ccrrespondong manner. 

Surprisingly, a property has now been fourad, in association with 
characterizing the protease further, which makes ti possible to carry out an 
additional determination method. In association with incubation of the 
blood clotting factors Vlll/Vllla and V/Va with said protease, and 
subsequent quantification, ri became bear that said clotting factors are 
inactivated in a manner which is c'epencent en the protease concentration 
and on the length of the incubaticn. 

Another part of the subject matter of the invention is therefore a novel test 
system for qualitatively and quantitatively detecting the protease which 
activates blood clotting factor VII, in which system the protease can be 
determined by its action inactivating the blood clotting factors VIIIA/llla or 
V/Va. This test system is based on a solution containing the protease 
being incubated with factor Vlll/Vllla or factor V/Va and the remaining 
quantity of factor VIIIA/llla or the remaining quantity of factor VA/a being 
measured by means of a conventional activity test and the amount of 
protease then being quantitatively determined from this by comparison with 
a standard curve. In carrying out this test the incubation of the protease 
activity is inhibited, after predetermined periods of time, by the limited 
addition of aprotinin, which has the advantage that "rt has no effect, at 
these concentrations, on the subsequent measurements of the test 
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system. After that, the remaining activities of the dotting factors are 
measured by means of a test which is familiar to the skilled person. For 
this, a test system has, in particular, proved its worth in which use is made 
of the so-called Coamatic 3 factor VIII test (Chromogenix AB), which 
essentially contains factors IXa and X, with the resulting amount of FXa 
being quantified, in the presence of a thrombin inhibitor, by means of the 
conversion of a chromogenic substrate (see last third of page 2). This 
amount is in turn proportional to the quantity of FV11I or FVllla. Determining 
the residual FVIII activity then makes it possible to deduce the 
concentration of protease which is present 

The degradation of the FVIII/FVIIIa or the FV/FVa due to the proteolytic 
effect can be clearly demonstrated by SDS-PAGEL Depending on the time 
for which the protease is incubated, for example, with an FVIII concentrate, 
bands which are typical for FVIII disappear while other, new bands emerge 
or weak bands increase in intensity. Accordingly, the activity of the 
protease can also be correlated by quantifying the decreasing or 
increasing bands and consequently measured quantitative^ for example 
using a protease standard. The changes in the band intensities on the 
SDS-PAGE electropherogram or following other electrophcretic methods 
can be quantified, for example, using a scanner, with which a skilled 
person is familiar, and the appropriate program. In addition to this, anti- 
bodies against said clotting factors can be used for Western blotting and 
employed for evaluation in the manner described. Antibodies which 
specifically detect the decreasing bands or, in particular, the emerging 
bands are particularly suitable. In this context, these antibodies can also 
be used for establishing other immunochemical tests such as an ELISA. 

The proteolytic inactivation which has been described in the case of 
FVIII/FVIIIa is also observed when the protease is incubated with factor 
VA/a, which exhibits a certain degree of structural homology with FVIII. 
The degradation can be monitored in suitable activity test systems and in 
SDS-PAGEAA/estem blotting. 
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Despite the inactivations of FV and FVIII, it was now found that adding the 
protease to blood, to platelet-rich plasma or plasma shortened the clotting 
times, that is the procoagulatory effect predominated in various so-called 
"global clotting tests". These test systems are understood as being, for 
example, the non-activated partial thromboplastin time (NAPTT), the 
prothrombin time (PT) and the recalcification time. Since the shortening of 
these times, as measured, for example, in so-called coagulometers, by 
means of thromboelastography or else in chromogenic tests, correlates 
with the concentration of a clotting-promoting substance, the concentration 
of the substance in a sample can conversely be deduced using a 
calibration curve of the clotting time. The concentration of the "FVII 
activator" can correspondingly be determined using selected global clotting 
tests. 

It was also surprising to find that the "FVII activator" is likewise able to 
bring about effective activation of single chain urokinase (scuPA, single 
chain urokinase plasminogen activator) and single chain tPA (sctPA, single 
chain tissue plasminogen activator), that is can act as a plasminogen 
activator activator (PAA). The activity of the activated PAs can be 
measured, for example, using chromogenic substrates. Accordingly, this 
property can therefore also be used for detecting and quantifying the "FVII 
activator". The activation of the plasminogen activators can also be 
determined in a coupled reaction in the presence of plasminogen, either by 
the formation of plasmin itself or by the dissolution of a fibrin clot which is 
brought about by plasmin. 

In summary, therefore, it can be stated that the protease can be both 
detected and quantified by incubating it with a solution containing FVIII or 
FVIIla and then determining the remaining quantity of FVIIIA/llla by means 
of a suitable activity test. In the same way, FV or FVa can be incubated 
with the protease and the remaining quantity of FV/FVa can subsequently 
be quantified. The unknown protease concentration can be determined 
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quantitatively by comparison with a standard curve of increasing quantities 
of protease which is included in the test. Various global clotting tests are 
likewise suitable for the quantification, with the protease concentration 
being read off a calibration curve on the basis of the shortening of the 
clotting time. The PAA activity of the protease can also be used for 
determination purposes. 

Another feature of these tests is that the FV and FVIII inactivation and the 
PAA activity are displayed particularly well in the presence of adequately 
high concentrations ' of calcium, preferably > 0.001 mM, particularly 
preferably > 0.005 mM, e.g. in the form of CaCI 2 . In contrast to the direct 
chromogenic assay, in which, as has been described above, both heparin 
and heparin-like substances and also calcium increase the protease 
activity, the inactivation of FV/FVIII is not promoted, or only promoted 
insignificantly, by heparin. By contrast, the PAA activity is stimulated in the 
presence of both agents, that is by calcium and/or heparin or heparin-like 
substances. 

The protease-mediated reactions can be very efficiently diminished or 
prevented by incubating the protease with inhibitors, particularly 
antithrombin III in the presence of heparin or heparin-like substances 
(preferably in the presence of heparin), C1-esterase inhibitor, alpha2- 
antiplasmin, inter-alpha-trypsin inhibitor or known synthetic, low molecular 
weight protease inhibitors such as Guanidinocaproic acid-para-ethoxy- 
carbonylphenylester wich is available under the trademark FOY®. These 
substances can therefore be used for stopping the reaction, in order, for 
example, to define incubation times precisely or to increase the specificity 
of the test still further. Decreasing the free calcium ions in the mixture with 
a chelating agent, for example, can also be used for this purpose. 



- 11 --■ 

2. Stabilized preparations of factor V and factor VIII 

The further task now ensued, from the above-described observations 
concerning the proteolytic actions of the novel protease on clotting factors 
V and VIII, of inhibiting the protease or reducing its activity in order to avoid 
losses of yield and the formation of what might possibly be interfering 
protein fragments. This is all the more relevant since FV and FVIII are 
usually prepared from cryoprecipitates which have been obtained from 
plasma and in the presence of calcium ions because the latter are required 
for maintaining protein conformations. 

Another part of the subject matter of the invention is therefore a stabilized 
preparation of FV or FVIII which is free of the factor V or factor VIII 
fragments formed due to proteolytic degradation as a result of the fact that 
the protease activating the blood clotting factor VII is inhibited. Since more 
detailed investigations have shown that inactivation of factor V and factor 
VIII by said protease takes place particularly efficiently in the presence of 
calcium ion concentrations greater than 0.5 mM, the factor V or VIII 
preparation can be effectively stabilized if, for the inhibition of the protease 
activating the blood clotting factor VII, the concentrations of calcium ions in 
the factor V or in the factor VIII preparation are adjusted to less than 
1.0 mM, preferably to less than 0.5 mM. While the factor V- and factor 
Vlll-inactivating properties of the protease are markedly reduced at these 
concentrations, the quantity of calcium ions is still sufficient for stabilizing 
the conformations of the FV and FVIII molecules. The abovementioned 
quantities of calcium ions should not be exceeded, not merely in the end 
product but also in the cryoprecipitate itself and in the following purification 
steps. 

In accordance with the above-described affinity of the protease or the 
proenzyme for heparin and heparin-like substances, the protease/the 
proenzyme can be removed from the FVIII- or FV-containing solution by 
incubating with immobilized heparin or other suitable immune- or affinity- 



adsorbents. Polyclonal or monoclonal antibodies, respective antibody- 
fragments that are useful in preparing the immune adsorbents are readily 
available by techniques known in the art in using all or part of the protease 
or proenzyme as antigen. 

However, natural or synthetic protease inhibitors can also be employed, 
where appropriate in addition to decreasing the quantity of calcium ions, 
for preventing the proteolytic degradation of the FV or the FA/I II. Proteins 
such as aprotinin, alpha2-antiplasmin, C1-esterase inhibitor or inter-trypsin 
inhibitor may be employed as inhibitors. Low molecular weight substances 
which are known to the skilled person as synthetic serine protease 
inhibitors can also be used in this context. Inhibitors, such as antithrombin 
III, whose inhibitory potential is increased by heparin or heparinoids can 
likewise be added. Thus, it has been found, surprisingly, that while heparin 
on its own is able to increase the arnidolytic activity of the protease 
towards small chromogenic substances, it does not support inactivation of 
FV/FVIII. 

3. Pharmaceuticals which comprise the novel protease 

The novel protease and/or its proenzyme can also be used therapeutically. 

They can be employed as a blood coagulating agent, either on their own or 
together with substances which increase the activity of the protease, such 
as heparin, or heparin-related substances, such as heparan sulfate, and/or 
calcium ions, with it being possible additionally to add factor VII as well, in 
its inactive form, to this agent. The use of such an agent, in which its 
FVIll-bypassing activity (FEIBA) is exploited, for example, can be indicated 
when intolerances exist toward FVIII and/or FIX and/or FXI and/or the 
contact phase proteins, such as FXI I, for example on account of the 
presence of antibodies, or when other types of deficiency situation exist. In 
this connection, the FVII can be activated either in vitro, in the plasma, in 
enriched fractions or by acting on purified FVII. It is also possible to use 
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the novel blood coagulating agent ex vivo for general hemorrhage 
prophylaxis or for staunching hemorrhages. 

On the other hand, the observed inhibition of the novel protease by 
aprotinin or the abovementioned inhibitors can be used for developing an 
agent which comprises a protease inhibitor and which diminishes the ability 
of the blood to coagulate. In addition to this, the novel protease can also 
be used to identify physiological or non-physiological factors, such as 
synthetic peptides, which impair blood clotting because of their protease- 
inhibiting effect. The peptide sequences of the chromogenic substrates 
which are transformed particularly efficiently, such as those of the S 2288 
(see above for details), can be used as a structural basis for this. The 
addition of suitable inhibitors to clotting preparations, or during their 
preparation, can be necessary if these preparations are to be free of 
proteolytic activities. 

Surprisingly, a property has now been found, in association with 
characterizing the protease further, which opens up the possibility of an 
additional use for the so-called "factor VII activator" protease. When single 
chain plasminogen activators such as prourokinase (single chain 
urokinase, scuPA, single chain urokinase plasminogen activator) or sctPA 
(single chain tissue plasminogen activator) are incubated, the "factor VII 
activator" brings about activation of these plasminogen activators (PA). In 
this connection, there is a limited proteolysis of the single chain PAs, 
resulting in the formation of double chain proteases, which are particularly 
suitable for activating plasminogen. The resulting plasmin is the effector of 
fibrinolysis, that is the physiological system which is responsible for 
dissolving thrombi. PAs, such as prourokinase or tPA, are endogenous 
proteins which are released when needed and which, as is known, are 
activated by plasmin or by kallikrein (scuPA). The mechanism by which 
scuPA is activated in the healthy state has not yet been fully clarified. 



- 14 

The plasminogen activators are employed therapeutically, as isolated or 
recombinantly prepared proteins, in pharmaceutical preparations in 
association with thromboembolic diseases or complications, such as in leg 
vein thrombosis, cardiac infarction or strokes. 

In accordance with the properties of the "factor VII activator" which have 
now been found, the latter can be used for in vivo or ex vivo activation of 
plasminogen activators such as prourokinase or sctPA. This activity can 
also be applied by using said protease for the prophylaxis or therapy of 
thromboembolic diseases, specifically in combination with single chain or 
double chain plasminogen activators or anticoagulants as well. This 
possible use is not contradictory to the fact that the protease is also able to 
act in a procoagulatory manner. The question of which of the two reactions 
predominates is probably resolved by the availability of the physiological 
substrates. According to the current state of knowledge, factor VII is 
activated moderately in plasma and continuously maintains a certain 
concentration of FVIIa in order to be able to counteract immediately any 
sudden vascular damage. On the other hand, only nanogram quantities of 
tissue plasminogen activator and urokinase plasminogen activator are 
present in a milliliter of blood plasma. It is only when fibrin deposition or 
thrombi occur that there is an increase in the concentration, by secretion or 
synthesis, of plasminogen activators, which then display their thrombolytic 
activity by activating plasminogen after they have been activated locally, in 
particular when bound to the thrombus. When single-chain PAs are 
present, particularly in a locally restricted manner, their activation might 
outweigh FVII activation, thereby making it possible to adjust to the 
physiological situation. Accordingly, this protease might also regulate 
hemostasis, thereby indicating a replacement with the protease and/or the 
proenzyme in the case of inborn and acquired deficiency states. 

Another part of the subject matter of the invention is therefore a 
pharmaceutical preparation which comprises a quantity of the blood 
clotting factor Vll-activating protease and/or its proenzyme form which is 
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sufficient for dissolving fibrin-containing thrombi. This preparation may 
additionally comprise single chain plasminogen activators (PA) and/or 
anticoagulants. When the proenzyme is present it is advantageous to 
comprise a suitable activating agent within or together with the 
pharmaceutical preparation above. 

Since it has been found that the plasminogen activator-reinforcing effect of 
the "FV1I activator" is particularly promoted by calcium and/or heparin and 
heparin-like substances such as dextran sulfate, pharmaceutical 
preparations which additionally comprise soluble calcium salts and/or 
heparin or heparin-like substances may particularly advantageously be 
employed for dissolving, in accordance with the invention, fibrin-containing 
thrombi. In this context, the protease/proenzyme can be employed on its 
own or in combination with single chain or double chain plasminogen 
activators with or without substances which exhibit particular affinities for 
the protease and thereby increase its activity as carrier substances for pro- 
longing plasma half life or as mediators to surfaces. 

Pharmaceutical preparations which comprise the blood clotting factor 
Vll-activating protease can, because of its special fibrinolytic effect, be 
employed for treating diseases which are caused by fibrin-containing 
thrombi. Fibrinolytic processes are also involved in wound healing 
processes. In this connection, said protease and/or proenzyme can be 
administered intravenously or locally, subcutaneously, intradermal^ or 
intramuscularly, or else topically in the case of injuries and wounds, or 
bound to a suitable carrier matrix. Both protease/proenzyme which has 
been isolated from body fluids such as blood or plasma and protease/ 
proenzyme which has been prepared recombinantly or transgenically can 
be employed in this context. The protease/proenzyme is also suitable for 
use as a component of a so-called fibrin adhesive, which should not then 
contain any substance, such as aprotinin, which inhibits the 
protease/proenzyme. In this case, use can be made of the clotting- 
shortening properties of the protease. 
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The protease/proenzyme above may be used for inherited or acquired 
hemostasis deficiencies, in (diffuse) bleeding occurencies respective 
thrombosis associated complications. If used to treat bleeding the 
combination of protease/proenzyme together with F VIII optionally under 
addition of further clotting factors is advantageous. 

4. Process for pasteurizing the FVII-activating protease 

As a protein which has been isolated from human plasma, the novel 
protease and/or its proenzyme can only be employed as a pharmaceutical 
preparation if it has previously been subjected to a process for inactivating 
viruses. The pasteurization process is in particular recognized as being the 
most important process for inactivating viruses. However, heating at about 
60°C for up to 10 hours requires the protein which is to be treated to be of 
adequate stability. The optimal stabilizers have to be determined 
separately for each protein and their concentrations have to be optimized. 

In the case of the novel protease and/or its proenzyme, conditions which 
stabilize the protein in solution, without any pasteurization being 
performed, have already been mentioned above. In this regard, a slightly 
acidic pH range has in particular proved to be advantageous. However, 
when a pasteurization is carried out under these conditions, the novel 
protease and/or its proenzyme as a rule loses more than 50% of its original 
activity. 

It has now been found that a pasteurization of a pharmaceutical 
preparation comprising the novel protease and/or its proenzyme ensures 
optimal stabilization results if the preparation is prepared 

a) in a pH range of from 3.5 to 8.0, preferably in a pH range of 
from 4.0 to 6.8; 

b) in the added presence of one or more amino acids in a quantity 
of more than 0.01 mol/l, preferably more than 0.05 mol/l; and/or 



c) in the added presence of a sugar or of a combination of different 
sugars having a total concentration of more than 0.05 g/ml, 
preferably more than 0.2 g/ml; and/or 

d) in the added presence of one or more substances which are 
able to complex calcium ions, such as citrate, oxalate, 
ethylenediamine tetraacetic acid, etc. 

Additives such as albumin, Haemaccel®, heparin and heparinoids, glycerol, 
glycol and polyethylene glycol, may also be used separately or mixed 
together. After the pasteurization has been completed, the sugars, amino 
acids and other additives which have been added as stabilizers can be 
decreased, or removed completely from the preparation, using methods 
with which the skilled person is familiar. The results of the pasteurization 
processes are given in Examples 12 and 13. 



Example 1 
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The Staclot® FVIIa-rTF test system (Stago/Boehringer Mannheim) was 
used for demonstrating activation of FVII by the prepared protease. This 
detection system is based on the particular property of (recombinant) 
soluble tissue factor (rTF) which is only able to use the preformed activated 
FVII (FVIIa) for initiating the extrinsic clotting pathway. In contrast to the 
situation when complete tissue factor is used, this makes it possible to 
determine the real content of FVIIa precisely. 

Isolated FVI! (Enzyme Research Labs) was used for the activation 
experiments. This FVII itself contains traces of FVIIa since it is isolated 
from human plasma. The concentration was adjusted to 0.05 IU of FVII/ml 
by diluting with buffer. The FVII was incubated at room temperature for 
10 min with the test substances and then tested for the true FVIIa content. 
The FVIIa contents were quantified using a reference curve which was 
constructed in parallel. 

It was ascertained in preliminary experiments, which are not described 
here, that while, in the concentration employed, aprotinin completely 
inhibited the activity of the prepared protease, it had no direct effect on the 
FVIIa nor any significant effect on the FVIIa-rTF test system. 

The results given below relate in each case to triplicate determinations. 

The following experimental assays were accordingly set up: 



1. FVII: 
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Result: 10 mlU of FVIIa/ml 

Non-activated FVII was used as the control assay. This already contains 
traces of FVIIa (see above) in the order of magnitude of 10 mlU of 
FVIIa/ml. 

2. FVII + aprotinin: 

In this assay, FVII was incubated in the presence of aprotinin and used in 
the FVIIa-rTF assay in order to demonstrate that FVIIa itself was not 
inhibited, and nor was the test affected by the aprotinin employed. This 
was confirmed (in comparison with assay 1). 

3. Protease + FVII (incubation), followed by the addition of 
aprotinin: 

Result: 18 mlU of FVIIa/ml 

In this case, the protease was given time to activate FVIIa. Aprotinin was 
only added, in order to inhibit the protease, after the 10-minute incubation 
had taken place. The resulting FVIIa was quantified in the FVIIa-rTF assay. 
Subtracting the FVIIa base value (assay 1), 8 mlU of FVIIa/ml have 
therefore been formed by the action of the protease under the chosen 
conditions. 

4. Protease + aprotinin, followed by the addition of FVII 
Result: 11 mlU of FVIIa/ml 

In this assay, the protease was inhibited with aprotinin. before contact with 
FVII. Neither the subsequent incubation with FVII, nor the following FVIIa 



quantification led to any significant increase in the FVIIa content (because 
of the range of variation in the assay, 11 versus 10 mlU/ml in assay 1 is 
not to be regarded as being significant). 



5. Protease 

Result: 0 mlU of FVIIa/ml 

This assay demonstrated that, at the concentration selected, the protease 
did not itself have any effect on the FVIIa-rTF test system. 

In summary, it follows from the above that 

the described protease activates FVll; 

the activation of FVll by the protease takes place "directly", that is 
independently of the presence of rTF; 

the activation of FVll can be inhibited by aprotinin; at the concentration 
selected, aprotinin itself does not have any significant influence on the 
• test system. 



Example 2 

This example describes how FVll is activated in a reaction which is 
dependent on the concentration of the protease and on the time over 
which the protease is incubated with FVll. 

Test systems and reagents were selected to correspond with the 
conditions described in Example 1. In a first series of experiments, the 
initally introduced FVll was preincubated with different dilutions (1:5, 1:10 
and 1:20) of the protease-containing solutions (5 min at RT), then treated 
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with aprotinin (to inhibit the protease) and subsequently tested for its 
content of FVIIa in the FVIIa-rTF assay. 

Once again, the parallel assays, in which the protease had been inhibited 
by aprotinin before contact with FV!I, served as control assays. 

The results are given as activation factors, i.e. correspond to x times the 
value which was measured in the abovementioned control assay: 



Assay 

Protease + FVII 
Incubation 
+ Aprotinin 



Control 

Protease + aprotinin 

Incubation 

+ FVII 



Activation factor 

Dilution of the 

protease solution 

1:5 2.6 1.0 

1:10 2.0 1.0 

1:20 1.6 1.0 



The activation factor 1:0 of the control assays corresponds to the control, 
which was additionally included and in which only the test buffer, 
containing the FVII employed, was treated under identical incubation con- 
ditions and tested. That is, no significant activation took place in the control 
assays. 

It follows from this that FVII is activated by the protease in a manner which 
is dependent on the concentration of the protease. 
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It was similarly demonstrated that, when the concentrations of the 
coreactants are kept constant, the FVII is activated by the protease in a 
manner which is dependent on the length of the incubation. 
When equal volumes of a solution containing 0.2 IU of FVII/ml and a 
1 :1 0-diluted protease solution were incubated together, the following 
contents of FVIIa were obtained after incubating for the relevant times and 
subsequently adding aprotinin (in order to stop the activation): 



Activation factor 

Length of incubation 

0 min 1-0 

2.5 min 1.3 

5.0 min 2.0 

10.0 min 2.8 

40.0 min > 3.8 



It follows from this that FVII is activated by the protease in a time- 
dependent manner. 



Example 3 

Using this example, it will be demonstrated that activation of FVII by the 
protease is increased in the presence of calcium ions and heparin. 

25 ul of the protease-containing solution were mixed with 50 of 

buffer (control) 
- 15mMCaCI 2 

50 USP units of heparin/ml 

Pathromtin (lipid mixture, aliquot dissolved in accordance with the 
manufacturer's instructions) 
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at room temperature for 5 min, and then treated with 150 ul of a tris/NaCI 
buffer solution (pH 8.2) and 25 ul of the chromogenic substrate S2288 
(3 mM); the time-dependent change in the extinction at 405 nm was then 
measured (at 37°C). The activation factors, related to the buffer control 
(x times), are given in the following table. 

Assays 

Buffer control 
+ CaCI 2 
+ Heparin 
+ Lipid 

+ CaCI 2 + heparin 
+ CaCI 2 + lipid 
+ Heparin + lipid 
+ CaCI 2 + heparin + lipid 

Under the conditions used in this example, marked increases in the activity 
of the protease can be observed in the presence of calcium ions and/or 
heparin. 

Example 4 

In each case, 25 ul of a solution, containing 10, 1 or 0.1 ug of protease/ml, 
were mixed with 25 ul of FVIII (2 lU/ml), after which 25 ul of CaCI 2 (25 mM) 
and 25 ul of Pathromtin® (Dade Behring GmbH) were added. After 
incubating at 37°C for 0, 3, 10 and 20 min, the reaction was stopped by 
adding 400 of aprotinin (500 KlU/mg). A sample in which aprotinin was 
introduced initially served as a control. 



Activation factor 
(x times buffer control) 

1.0 
3.6 
2.6 
0.9 

4.3 
3.3 
2.7 
3.7 
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Each sample was diluted in tris-buffer/BSA. In each case, 50 \i\ of this 
solution were mixed with 50 |il of the factor reagent (essentially composed 
of FIXa, FX and a thrombin inhibitor, appropriately modified in accordance 
with the Coamatic® FVIII test, Chromogenix AB) and incubated at 37°C for 
10 min. After 50 jal of substrate (e.g. S 2765, N-a-Cbo-D-Arg-Gly-Arg-pNA) 
had been added, the reaction was stopped after a predetermined period of 
incubation by adding 50 \i\ of acetic acid (50%), and the OD405nm was 
then measured. A standard curve for FVill was used for determining the 
concentration in the sample. 

Results: 

In a first assay, the time for which the protease was incubated with FVIII 
(2 lU/ml) was kept constant (10 min) but the concentration of the protease 
was varied (0.1, 1 and 10 jag/ml). The reaction was stopped and the 
residual concentration of active FVIII was determined. As the protease 
concentration increased, correspondingly more FVIII was inactivated 
(Figure 1). 

The protease conient of a sample can be quantified using an appropriate 
standard curve. 

In a second assay, the concentration of the protease was kept constant 
(10 j^g/ml) but the time of incubation with FVIII (2 lU/ml) was varied. A 
marked reduction in the residual concentration of active FVIII was seen as 
the length of incubation increased (Figure 2). 

Example 5 

The influence of the "FVII activator" on the activity of factor V was 
investigated: 
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25 u.1 of protease-containing solution (0-100 jag/ml) were incubated with 
50 u.l of FV (5 lU/ml) and 25 u.l of 25 mM CaCI 2 (0-20 min) and, after that, 
400 (J.I of buffer containing 100 K!U of aprotinin/ml were added. 

In each case, 100 jal of each incubation assay were then incubated with 
1 00 p.l of FV-deficient plasma at 37°C for 1 min, after which 200^1 of 
Thromborel S® were mixed in and the clotting times were determined in a 
Schnitger and Gross coagulometer. The residual activities of FV were 
determined. 



Results: 



Protease concentration 
(ug/ml) 



Residual FV activity 
Time for which protease 
incubated with FV (min) 

0 10 20 



10 
30 
100 



93 
100 
100 



91 
93 
29 



100 
28 
13 



This example demonstrates that FV was inactivated by the protease over 
time. 



Example 6 



The influence of the "FVII activator" on clotting times in so-called global 
tests was investigated using Schnitger and Gross coagulometers. All the 
difference values listed correspond to the clotting times which were 
shortened by this amount. 



NAPTT (non-activated partial thromboplastin time) 



The protease-containing solution was diluted with buffer down to 100, 30, 
10 and 3 jig/ml. 100 jxl of each of these solutions were incubated, at 37°C 
for 2 min, with 100 |J of citrate plasma (standard human plasma pool or 
individual donors) and 100 ul of Pathromtin®, after which 100 u.l of 25 mM 
CaCI 2 were added; the clotting times were then determined. The 
differences between these measured values and the corresponding 
clotting times obtained with buffer solution instead of the protease were 
determined. 

Sample No. Clotting time differences 

(buffer minus sample) (sec) 
Protease concentration (ug/ml) 





0 


3 


10 


30 


100 


Standard human 


0 


13 


20 


42 


43 


plasma (213 sec) 












1 


0 


20 


33 


42 


41 


2 


0 


27 


31 


45 


47 


3 


0 


13 


14 


23 


29 


4 


0 


18 


37 


51 


50 


5 


0 


25 


49 


54 


46 



The addition of FVII-acitvator resulted in a concentration dependent 
shortening of NAPTT. 



Plasma recalcification time 



The protease-containing solution was diluted with buffer down to 100, 30, 
10 and 3 jig/ml. 100 }J of each of these solutions were incubated with 
100 ul of citrate plasma (standard human plasma pool or individual donors) 
at 37°C for 1 min, after which 100 \i\ of 25 mM CaCI 2 were added; the 
clotting times were then determined. The differences between these 
measured values and the corresponding clotting times obtained with buffer 
solution instead of protease were determined. 

Sample No. Clotting time differences 

(buffer minus sample) (sec) 
Protease concentration (}ig/ml) 





0 


3 


10 


30 


100 


Standard human 


0 


17.2 


15.1 


30.5 


50.4 


plasma (283 sec) 












1 


0 


29.8 


51.7 


60.3 


90.1 


2 


0 


25.2 


51.7 


69.5 


101.3 


3 


0 


28.0 




39.0 


74.6 


4 


0 


27.3 


42.7 


55.6 


91.8 


5 


0 


44.3 


69.1 


101.2 


134.2 



PT (prothombin time) 

The protease-containing solution was diluted with buffer down to 100, 30, 
10 and 3 j^g/ml. 100 ul of each of these solutions were incubated with 
100 pi of citrate plasma (standard human plasma pool or individual donors) 
at 37°C for 1 min, after which 200 ^il of Thromborel S (Dade Behring 
GmbH) were added; the clotting times were then determined. 
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The differences between these measured values and the corresponding 
clotting times obtained with buffer solution instead of protease were 
determined. 

Sample No. Clotting time differences 

(buffer minus sample) (sec) 
Protease concentration (j^g/ml) 





0 


3 


10 


30 


100 


Standard human 


0 


1.0 


1.7 


1.5 


2.4 


plasma (13.6 sec) 












1 


0 


0.7 


1.3 


2.4 


2.7 


2 


0 


0.3 


0.4 


1.7 


3.1 


3 


0 


0.4 


0.7 


1.5 


1.8 


4 


0 


0.1 


0.7 


1.8 


3.1 


5 


0 


0.3 


0.5 


1.2 


2.8 



The clotting times in the above global tests were shortened in a manner 
which was dependent on the concentration of the protease. In a 
corresponding manner, it was possible, after "calibrating" a plasma which 
was used with a known quantity of the "FVII activator", to determine the 
protease concentration in a sample by reading off from a standard curve. 



Example 7 

The plasminogen activator-activating properties of the "FVII activator" were 
investigated using single chain urokinase (scuPA) and single chain tPA 
(sctPA). 



Assay: 



0.1 ml of PA solution (20 [ig of scuPA/ml or 100 p.g of sctPA/ml) 
+ 0.1 ml of test buffer or 

100 U of heparin/ml in test buffer or 

20 mM CaCI 2 in the test buffer 
+ 0.5 ml of test buffer 

+ 0.1 ml of protease/sample (increasing concentrations: 
2-10 (ig of scuPA/ml or 
50-200 of sctPA/ml) 



Incubation at 37°C 

+0.1 ml of 100 KIU of aprotinin/ml in test buffer 

Incubation at 37°C for 2 min 

+ 0.1 ml of substrate S-2444 (3 mM) 



As a control, aprotinin was introduced initially, instead of the plasminogen 
activator (PA), prior to the first incubation, and carried through in each 
case. In return, PA was not added until later, in place of the aprotinin. 



The Difference of the measurements (A) AOD. ;Jrm was determined 
photometrically. The control values which were obtained were subtracted 
from the sample/protease values and in this way the PA activity which was 
caused by the PAA activity was determined (in mlU/min). 



Results: 



scuPA activation (20 uq of scuPA/ml, 2-10 uq of "FVll activator7m0 



A. Stimulant: none 



Incubation time 
(min) 



Resulting PA activity (A mlU/min) 

"FVII activator" (ug/ml) 
2 5 10 



2 
5 

10 

B. Stimulant: heparin 

Incubation time 
(min) 

2 
5 

10 

C. Stimulant: CaCt 2 

Incubation time 
(min) 

2 
5 

10 



25 60 117 

79 179 165 

186 449 517 

Resulting PA activity (A mlU/min) 

"FVII activator" (ug/ml) 

2 5 10 

190 332 425 

330 455 458 

417 462 460 

Resulting PA activity (A mlU/min) 

"FVII activator" (ug/ml) 

2 5 10 

255 370 401 

338 424 438 

416 445 448 



The tables illustrate the fact that scuPA was activated in a manner which 
was dependent on the concentration of the "FVII activator" and on the 
length of the incubation. At the same time, both heparin and calcium had a 



stimulatory effect on the activation of the PA which was brought about by 
the protease. 



sctPA activationdOQ uq of sctPA/ml. 50-200 uq of "FVII activator"/mn 

Since the turnover rate of the activated tPA only increases by a factor of 
3-4 as compared with the tPA proenzyme (while that of uPA increases by a 
factor of 1000-1500), higher concentrations of the two coreactants (see 
above) had to be selected in order to obtain an analyzable measurement 
signal. 

Incubation time Resulting PA activity (A mlU/min) 

(min) "FVII activator" (200 fig/ml) 

1 10.2 

2 16.8 
5 38.8 
10 60.2 
20 73.3 

B. Dependence on the concentration of the "FVII activator" (incubation 
time: 20 min, at 37°C), stimulant: heparin (100 lU/ml) 

"FVII activator" PA activity (A mlU/min) 
(ng/ml) 

50 33.6 
100 51.0 
200 71.9 
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C. 



Stimulants (period of incubation: 20 min, at 37°C) 



Stimulant 



PA activity (A mlU/min) 



None 



5.9 



CaCI 2 
Heparin 



25.3 



63.8 



The tables demonstrate that sctPA was also activated in a manner which 
was dependent on the concentration of the protease and on the incubation 
time. Both heparin and calcium ions had a stimulatory effect on the 
PA-activating ability of the "FVII activator". 

Example 8 

Two FVIII-containing solutions, one of which was essentially free of von 
Willebrand Factor while the other contained vWF, were incubated with the 
abovementioned protease in the presence of calcium. After predetermined 
times, the residual FVIII activities were determined by means of a 
chromogenic test and related to the control assays without protease. 

For this, 25 p.1 of a solution containing 0.1 IU of FVII l/ml were treated with 
the same volume of the protease -solution (10 p.g/ml) and the whole was 
mixed with 25 jxl of CaCl 2 (25 mM). After incubation periods of 0, 5, 10 and 
20 min at 37°C, the assays were in each case treated with 400 \i\ of a 
solution containing 200 KIU of aprotinin/ml in order to stop the proteolytic 
activity of the protease. Preliminary experiments had shown that this 
concentration of aprotinin had no significant interfering effect on the FVIII 
activity test described below (assays 1 + 3). In assay 2, the protease was 
incubated with aprotinin prior to contact with FVIII, after which the 
procedure was as described above. 



- 33 -•■ 

In each case, 50 \x\ of the stopped sample (or after further dilution) were 
then treated with the so-called factor reagent, essentially composed of 
FIXa, FX and a thrombin inhibitor, and incubated at 37°C for 10min. 
Following the addition of 50 jil of a chromogenic substrate which is cleaved 
by activated FX, the reaction was stopped after 5 minutes of incubation by 
adding 50 jx! of acetic acid (50%); the AOD 405nm was then measured. The 
FVIII activity (mlU) was ascertained with the aid of a standard curve which 
was constructed using a dilution series which was prepared from the FVIII 
concentrate and which was included in the test. 

The FVIII activities are given in percentages of the controls to which 
protease was not added. 

Results: 

FVIII activity (%) 



Assay Incubation period (min) 





0 


5 


10 


20 


1. FVIII 


97 


27 


11 


<1 


2. FVIII/aprotinin 


98 


97 


97 


96 


3. FVIII/vWF 


98 


16 


14 


1 



In the presence of CaCI 2 (in this case 6.25 mM), FVIII was inactivated by 
the protease in a manner which was dependent on the length of the 
incubation. The vWF did not protect the FVIII from inactivation by the 
protease. Inhibition of the protease with aprotinin prior to contact with FVIII 
prevented the latter from being inactivated. 



Example 9 
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This experimental series was carried out as described in example 
1/assay 1, but in this case the concentrations of calcium in the mixtures of 
protease and FVIII were varied. For this, CaCI 2 was added, from the stock 
solution of calcium, up to the final concentrations shown in Figure 3. 

Results: 

If the concentration of calcium in the assay is decreased below 1 mM, 
approx. 50% of the FVIII is then spared under these conditions. Below 
0.5 mM calcium, the percentage spared is more than 60% (Fig. 1). 

Example 10 

The influence of the "FVII activator" on the clotting times in so-called global 
tests was investigated by means of thromboelastography. 

The change in the shear elasticity or the strength of the relevant blood clot 
was recorded continuously using a Hilgard TEG meter (from Hellige). The 
so-called r and k values are, respectively, the times from the beginning of 
blood withdrawal and from the start of the clotting reaction, and, in the 
case of citrate blood plasma, the time of recalcification until the TEG curve 
has been broadened by 1 mm and the time from the endpoint of the r value 
until the curve has been broadened to 20 mm (clot formation time). 

For this, aliquots of 150 of blood or plasma from 5 donors were in each 
case incubated in the measuring cuvettes at 37°C for 2 min, after which 
50 jil of sample (protease) were mixed in. The reaction was started by 
adding 100 u.l of 25 mM CaCI 2 . The final concentration of the "FVII 
activator" in the assay was 15jig/ml. The shortening of the rtime was 



measured in 
sample. 



relation to the assay which contained buffer instead of the 



Results: 
Blood No. 



Sample 



r time 
(min) 



k time 
(min) 



r+k time 
(min) 



1 
1 

2 
2 

3 
3 

4 
4 

5 
5 



Protease 
Buffer 

Protease 
Buffer 

Protease 
Buffer 

Protease 
Buffer 

Protease 
Buffer 



5.2 
7.8 

5.2 
6.8 

4.0 
6.5 

4.5 
4.8 

4.2 
7.0 



3.4 
5.6 

5.1 
7.1 

5.2 
6.3 

4.8 
6.0 

3.8 
5.8 



8.6 
13.4 

10.3 
13.9 

9.2 
12.8 

9.3 
10.8 

8.0 
12.8 



Plasma No. 



Sample 



r time (min) 



1 
1 

2 
2 

3 
3 

4 
4 

5 
5 



Protease 
Buffer 

Protease 
Buffer 

Protease 
Buffer 

Protease 
Buffer 

Protease 
Buffer 



9.0 
11.3 

9.2 
12.5 

9.5 
9.6 

8.2 
12.1 

9.7 
14.1 



This example makes clear that, in almost all cases, addition of the 
protease resulted in a marked shortening of the clotting time. In this 
present instance, the- fibrinolytic properties of the "FVII activator" receded 
into the background. A reason for this is that in "normal subjects", the 
concentrations of plasminogen activator in the plasma lie in the nanogram 
region and do not have any effect in the in-vitro clotting test. 

Example 11 

The FVIII-bypassing activity of the protease was demonstrated by the 
following experimental assay: thromboelastography was used as the 
measuring technique. The rtime was evaluated (see Example 10). A 
sample of whole blood was incubated with a monoclonal antibody, whose 
FVIII-activity-inhibiting properties were known, in order to simulate the 
presence of a naturally occurring FVII I inhibitor (antibody against FVII!). 
This sample was compared with the whole blood sample control (buffer 
instead of Mab). The FEIB activity of the protease was tested by adding 
the protease (final concentration 17 jag/ml) to the whole blood sample 
which had been inhibited by the Mab. Protease was added to a further 
sample, and the effect of the protease, on its own, on the rtime was 
determined. 



Results: 



rtime 



Whole blood control 



8.0 



Whole blood + mAb 



11.0 



Whole blood + mAb + protease 
Whole blood + protease 



8.0 



3.5 
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The lengthening of the rtime, caused by the anti-FVIII mAb, was 
normalized once again by the presence of the protease, thereby illustrating 
the FEIB activity of the protease. On its own, the protease shortened the 
clotting time, as already demonstrated above. 

Example 12 

The following substances were added to a solution, which contained 50 \xg 
of the FVII-activating protease/ ml, to give the corresponding final 
concentrations: 

25 mM Na citrate 
25 mM HEPES 
100 mM arginine 
0.75 g of sucrose/ml 

The solution was divided into portions and the aliquots were in each case 
adjusted to different pH values of from 5.0 to 8.6 and then heated at 60°C 
for 10 hours. 

The activities of the heated protease solutions were determined in a 
chromogenic test, with the time-dependent amidolysis of the chromogenic 
substrate S2288 (H-D-lle-Pro-Arg-pHA x 2 HCI, Chromogenix AB, 
Sweden) being recorded. This activity was expressed as a percentage of 
the aliquots which were unheated and were measured in parallel: 



Results: 
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Assay 



Activity (%) 



Starting material 



100 



pH 5.0 
pH 5.5 
pH 6.1 
pH 6.5 
pH 7.1 
pH7.5 
pH 8.1 
pH 8.6 



76 



65 



81 



50 



43 



46 



46 



32 



This series of experiments makes clear that the stabilization, particularly in 
the acid pH range, has markedly reduced the inactivation of the protease. 
The slight "breakthrough" at pH 5.5 can be explained by the fact that the 
isoelectric point of the protease is in this range. Na citrate prevents a loss 
of activity of > 50% occurring in the preferred pH range. 

Example 13 

The assay at pH 6.1 (Example 1) showed the best stabilization of the 
protease. Accordingly, different additives were tested at pH 6.0 and 
evaluated as described in Example 1: 

The following final concentrations were set, with the concentration of the 
protease being 50 p.g/ml: 

50 mM Na citrate/50 mM NaCI, pH 6.0 
0.75 g of sucrose/ml 



• 
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100 mM glycine 
100 mM arginine 

Results: 



Assay Activity (%) 

Starting material 100 

Na citrate/NaCI 54 

Na citrate/NaC l/sucrose 85 

Na citrate/NaCI/sucrose/glycine 92 

Na citrate/NaCI/sucrose/arginine 97 



Marked stabilization of the protease was demonstrated by adding sucrose 
and in each case one amino acid. 
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Patent claims US : 

1 . A protease for activating the blood clotting factor VII, which 
a) is inhibited by the presence of aprotinin, 

b) is increased in its activity by calcium ions and/or heparin or 
heparin-related substances and 

c) in SDS-PAGE, on subsequent staining in the non-reduced 
state, has one or more bands in the molecular weight range 
from 50 to 75 kDa and in the reduced state has a band at 40 to 
55 kDa and one or more bands in the molecular weight range 
from 10 to 35 kDa. 

2. The protease as claimed in claim 1, wherein the band obtained in 
SDS-PAGE in the reduced state in the molecular weight range from 
60 to 65 kDa and from 40 to 55 kDa has an amino acid sequence of 
LLESLDP and the band obtained in the molecular weight range from 
10 to 35 kDa has an amino acid sequence of IYGGFKSTAGK. 

3. The protease as claimed in claim 1, which is obtained by 
fractionation of blood plasma or of prothrombin complex (PPSB) 
concentrates. 

4. A proenzyme of the protease as claimed in claim 1 , which in SDS- 
PAGE in the reduced state has a band in the molecular weight 
range between 60 and 65 kDa and contains the amino acid 
sequences LLESLDP and IYGGFKSTAGK. 



A process for obtaining or removing the protease of claim 1 as 
claimed, which comprises obtaining it from blood plasma or 
prothrombin (PPSB) concentrates after prior anion exchange 
chromatography by means of affinity chromatography using heparin 
or a substance related to heparin or dextran sulfate. 

A reagent for the immunological detection of the protease of claim 1, 
which contains a polyclonal or monoclonal antibody against the 
protease or proenzyme. 

A reagent for diagnostic/analytical purposes, which contains the 
protease of claim 1 , optionally together with activities of the 
proenzyme. 

8. A reagent for the detection of factor VII, which contains the 
protease of claim 1 , optionally together with protease activity 
enhancing compounds. 

A test system for the qualitative and quantitative detection of a 
protease as claimed in claim 1, wherein the protease is measured 
by means of 

a) its activity inactivating the blood clotting factors VIIIA/lila or 
VA/a or 

b) its activity reducing the blood clotting times in global clotting 
tests or 

c) its activity activating plasminogen activators 

d) its activity activating FVII. 

The test system as claimed in claim 9, wherein the activity reducing 
the blood clotting times is determined by means of the 

a) non-activated partial thromboplastin time (NAPTT) or of the 

b) prothrombin time (PT) or of the 
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c) plasma recalcification time or of the 

d) activated partial thromboplastin time (APTT). 



1 1 . The test system as claimed in claim 9, wherein the activity activating 
and/or potentiating the plasminogen activators is measured by the 
activation of the 



a) single chain urokinase PA (scuPA, single chain urokinase 
plasminogen activator) or of the 



b) single chain tPA (sctPA, single chain tissue plasminogen 
activator). 



12. The test system as claimed in claim 9, which contains calcium ions 
in an amount of more than 0.001 mM, preferably in an amount of 
more than 0.005 mM. 

13. An assay system where the protease and/or a mixture of the 
proenzyme and appropriate proenzyme activators are used to test 
the prothrombin time substituting tissue factor/thromboplastin. 

14. An assay system where the protease and/or a mixture of the 
proenzyme and appropriate proenzyme activators are used to test 
the functionality of plasminogen activators and for quantification of 
the single chain plasminogen activator forms. 



1 5. The test system as claimed in claim 9, wherein the activity 
potentiating the plasminogen activators 



a) 



is measured using a chromogenic test or 



4 
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b) in a coupled reaction in the presence of plasminogen, the 
plasmin formation itself or the dissolution of a fibrin clot brought 
about by plasmin being determined. 

16. A stabilized factor V and stabilized factor VIII preparation, which is 
free of the inactive factor VII! and factor V fragments formed due to 
proteolytic degradation as a result of the inhibition of the protease 
activating the blood clotting factor VII. 

17. The stabilized preparation as claimed in claim 16, wherein, for the 
inhibition of the protease activating the blood clotting factor VII, the 
concentration of calcium ions in the factor VIII or in the factor V 
preparation is less than 1.0 mM, preferably less than 0.5 mM. 

18. The stabilized preparation as claimed in claim 17, wherein the FVIIl- 
or FV-containing solution has been brought into contact with 
immobilized heparin, immobilized heparin-like substances or 
immobilized dextran sulfate and as a result a solution which is 
completely or partially freed of protease/proenzyme has been 
obtained. 

19. The stabilized preparation as claimed in claims 17, which is 
protected against the proteolytic degradation by the protease 
activating the blood clotting factor VII by the addition of a natural or 
synthetic protease inhibitor. 

20. A stabilized solution of the protease or of the proenzyme as claimed 
in claim 1 , which is adjusted to a pH of 4.0 to 9.0 by addition of a 
buffer and/or contains ethylene glycol or glycerol in an amount of 
5-80% by weight. 

21 . A pharmaceutical preparation, which contains an amount of the 
protease activating the blood clotting factor VII, and/or its 
proenzyme, adequate for the dissolution of fibrin-containing thrombi. 
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22. The pharmaceutical preparation as claimed in claim 21, which, apart 
from the protease activating the blood clotting factor VII, and/or its 
proenzyme, contains single chain or two chain plasminogen 
activators (PA) and/or anticoagulants. 

23. The pharmaceutical preparation as claimed in claim 21, which 
additionally contains soluble calcium salts and/or heparin or heparin- 
like substances. 

24. A pharmaceutical preparation for decreasing the coagulability of the 
blood, which contains a protease inhibitor such as aprotinin and/or 
d-inhibitor and/or a 2 -Antiplasmin and/or Inter-a-Trypsin-lnhibitor 
and/or AT lll/heparin for the inhibition of the protease and/or its 
proenzyme as claimed in claim 1. 

25. A process for the production of a pharmaceutical preparation 
comprising the protease and/or the enzyme as claimed in claim 1, 
which comprises preparing the preparation 

a) in a pH range from 3.5 to 8.0 

b) with addition of one or more amino acids in an amount of 
> 0.01 mol/l and/or 

c) with addition of a sugar or a combination of a number of 
sugars in a total amount of > 0.05 g/ml and/or 

d) with addition of one or more substances which are able to 
complex calcium ions 



under pasteurization conditions. 



- 6 - 

26. A pharmaceutical preparation, which is obtainable by the process as 
claimed in claim 25. 

27. The use of the protease or its proenzyme, optionally together with 
proenzyme activators prepared from blood plasma or prothrombin 
complex (PPSB) concentrates or expressed recombinantly or 
transgenically, as claimed in claim 1, for the promotion of wound 
healing and hemostasis, as an additive of a fibrin adhesive or fleece 
or other release system which is suitable for rapid wound closure, 
based on fibrin, for substitution in inborn or acquired deficiency 
states of this protease or its proenzyme, in the presence of 
antibodies against the blood clotting factor VIII or for the in vitro 
activation of factor VII. 



CENTEON PHARMA GMBH 



1999/Z002 - Ma 1200 - C34 



Protease for activating clotting factor VII 

A protease for activating the blood clotting factor VII is described, which 

a) is inhibited by the presence of aprotinin, 

b) is increased in its activity by calcium ions and/or heparin or heparin- 
related substances, and 

c) in SDS-PAGE, on subsequent staining in the non-reduced state, has 
one or more bands in the molecular weight range from 50 to 75 kDa 
and kDa in the reduced state has a band at 40 to 55 kDa and one or 
more bands in the molecular weight range from 10 to 35 kDa. 

The proenzyme of this protease is also characterized. Moreover, a process for 
obtaining this protease and its use in hemorrhage prophylaxis or hemostasis is 
described. A stabilized factor V and a stabilized factor VIII preparation are 
furthermore described which are free of the inactive factor VIII fragments formed by 
proteolytic degradation as a result of the inhibition or the removal of the protease 
activating the blood clotting factor VII. 

Moreover, a test system for the qualitative and quantitative detection of a protease 
which activates the blood clotting factor VII is described, in which the protease is 
determined by its 

a) action inactivating the blood clotting factors VIIIA/llla or VA/a or 

b) action reducing the blood clotting times in global clotting tests or 

c) action activating plasminogen activators. 



Finally, pharmaceutical preparations are described which are suitable for the 
prophylaxis and treatment of bleeding events, e.g. in the presence of FVIII inhibitors, 
wound healing and for the treatment of disorders which are caused by fibrin- 
containing thrombin. The preparations contain the protease activating the blood 
clotting factor VII, or its proenzyme. With addition of special stabilizers, they can be 
pasteurized with only small losses of action. 
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